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ABREVIATURAS 

 

ADN  =  Ácido DesoxirriboNucléico 

ADS  = Agar Dextrosa Sabouraud 

AFLP  =  Polimorfismo en longitud de los fragmentos amplificados (Amplified Fragment 

Length Polimorphysm) 

CGB  =  Canavanina Glicina azul de Bromotimol 

CGH  =  Hibridación genómica comparada (Comparative Genome Hibridization) 

CLSI  =  Instituto de estándares clínicos y de laboratorio (Clinical and Laboratory Standars 

Institute) 

CMI  =  Concentración Mínima Inhibitoria 

EDTA  =  Ácido etilendiamino tetra-acético (EtilenDiamin Tetra-acetic Ácid) 

ELISA  =  Inmunoensayo enzimático (Enzyme Like-ImmunoaSsAy) 

FP  =  Huella digital (Finger Printing) 

FRET  =  Transferencia de energía fluorescente resonante (Fluorescence Resonance Energy 

Transfer) 

GXM  =  GlucoronoXyloManana 

IGS  =  Secuencia intergénica (InterGenic Sequence) 

ITS  =  Secuencia intertranscripcional (InterTranscriptional sequence) 

LCR  =  Líquido CefaloRraquídeo 

MAPcinasa =  Proteínas cinasas activadoras de mitógeno (Mitogen Activated Protein cinasas) 

MLST =  Tipificación por secuencias multi-locus (Multi Locus Sequence Typing) 

PCR  =  Reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction) 

RAPD  =  Polimorfismo de la amplificación al azar del ADN (Random Amplified Polimorphysm 

Desoxirribonucleic acid) 

RFLP  =  Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción estriction Fragment 

Length Polimorphysm) 

SIDA  =  Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida 

TBE  =  EDTA tris-boratos (Tris Borates EDTA) 

TIGR  =  Instituto de la investigación genómica (The Institute for Genomic Research) 

VIH  =  Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

VG = Variedad Gattii 

VN = Variedad Neoformans 
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RESUMEN 

Cryptococcus neoformans y C. gattii, son levaduras capsuladas ubicuas principalmente causantes 

de meningoencefalitis y que ponen en peligro la vida de pacientes que cursan con deficiencias en la 

defensa inmune mediada por células.  

En casi todos los países del mundo, la criptococosis es una enfermedad que carece de notificación 

sanitaria, lo cual explica por qué a pesar de los pocos pero excelentes estudios epidemiológicos 

llevados a cabo en algunos países, no hay una estimación precisa de su prevalencia ni de la 

distribución de los genotipos (VG, variedad gattii y VN, variedad neoformans) de los agentes 

causales. 

Por lo anterior, en el presente estudio se asumió como objetivo obtener una aproximación al 

conocimiento de la epidemiología de la criptococosis en México.  

El proyecto se llevó a cabo en las siguientes etapas: 1) Investigación de la frecuencia de la 

enfermedad en nuestro medio, 2) Aislamiento de las levaduras a partir de fuentes naturales y de 

pacientes con criptococosis, 3) Estudio de la susceptibilidad antifúngica y finalmente 4) 

Identificación genotípica. 

Al igual que en otros países los resultados obtenidos muestran que: 1) La criptococosis tiene mayor 

prevalencia en el sexo masculino que en el femenino, 2) La gran mayoría de los casos causados por 

C. neoformans var. grubii, están asociados a pacientes con SIDA, en quienes se presenta una alta 

tasa de muerte, 3) La mayor parte de las personas afectadas se encuentran entre la tercera y 

cuarta década de la vida, 4) Los casos causados por C. gattii están asociados a pacientes 

inmunocompetentes, 5) Los aislados muestran sensibilidad a la anfotericina B y a los azólicos, pero 

resistencia a caspofungina 6) Los genotipos designados como VNI y VNII son dominantes en los 

aislados clínicos. 

A diferencia con otros estudios, nuestros resultados revelan que: 1) En cuanto a frecuencia, 

después de C. neoformans var. grubii, el agente que le sigue en orden descendente es C. gattii y es 

notable la escasa frecuencia con la que se presentaron casos por C. neoformans var. neoformans, 

2) Los cuatro diferentes genotipos que integran a C. gattii, se encontraron en la misma frecuencia, 

3) La presencia de pacientes con criptococosis causada por C. gattii, no estuvo relacionada con 

regiones de clima tropical y 4) En nuestro país, se encuentran representados los ocho genotipos 

formalmente descritos para estas levaduras. 

El análisis y la discusión de los resultados nos llevan a concluir que: 1) Existe una buena correlación 

entre los resultados de las pruebas bioquímicas, el análisis serológico y los patrones genotípicos, 2) 

Las pruebas aplicadas reconocieron a cepas “atípicas” interesantes, cuya investigación posterior nos 

podrá dar información de la deriva génica de estas levaduras dentro del continente americano, dato 

importante para investigar la relación causa-efecto entre exposición y enfermedad, 3) Se 

estandarizaron las condiciones de las pruebas de sensibilidad anti-fúngica para Cryptococcus spp, 
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las que en el futuro nos permitirán monitorear el surgimiento de cepas resistentes, 4) De manera 

general encontramos que en México, la frecuencia entre los genotipos VN y VG es variable, pero su 

presencia no está asociada directamente al lugar geográfico, 5) México cobra una importancia 

relevante en el terreno epidemiológico ya que con la demostración de la presencia de los ocho 

genotipos, se afina la distribución geográfica mundial de los mismos, 6) Nuestros resultados 

permitieron generar patrones de ‘huella digital’ por PCR bajo condiciones estandarizadas en cepas 

mexicanas de Cryptococcus spp, por lo que dichos patrones “regionales” podrán ser usados como 

referencia y controles internos en estudios futuros acerca de la epidemiología en la criptococosis y 

7) Es necesario continuar con el diseño de sondas específicas y reproducibles para identificar 

contundentemente a estos organismos en muestras biológicas de pacientes y contribuir al 

diagnóstico temprano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

ABSTRACT 

Cryptococcus neoformans and C. gattii, are ubiquitous encapsulated yeast responsible for 

meningoencephalitis and life-threatening of patients with deficiencies in cell-mediated immune 

defense. 

In almost all countries, cryptococcosis is a disease with few epidemiological studies therefore we 

ignore data like its prevalence, or distribution of genotypes (VG, variety gattii and VN, variety 

neoformans) of the causative agents. 

Therefore, in this study the main objective was to obtain a better knowledge about the 

epidemiology of cryptococcosis in Mexico. 

The project was carried out in the following stages: 1) Frequency research on cryptococcosis in our 

environment, 2) Isolation of yeasts from natural sources and from patients, 3) Study of the 

antifungal susceptibility and finally 4) Genotype identification. 

The results showed: 1) The cryptococcosis is more prevalent in males than in females, 2) The vast 

majority of cases caused by C. neoformans var. grubii are related to AIDS patients, in whom there 

is a high death rate, 3) The majority of those affected are integrated between the third and fourth 

decade of life, 4) cases caused by C. gattii are associated with immunocompetent patients, 5) 

isolates show sensitivity to amphotericin B and azoles, but resistance to caspofungin 6) The 

genotypes VNI and VNII are prevalent in clinical isolates. 

Different from other similar studies, our results showed: 1) C. neoformans var. grubii, is the most 

common agent of  cryptococcosis, followed in decreasing order was C gattii and it is remarkable the 

low frequency of C. neoformans var. neoformans, 2) the four different genotypes that integrate C. 

gattii were found in the same frequency, 3) the presence of patients with cryptococcosis caused by 

C. gattii was not related to tropical climates and 3) In our country, are formally represented the 

eight genotypes described for these species. 

The analysis and discussion of the results lead us to conclude that: 1) There is good correlation 

between the biochemical and serological tests, with the genotype patterns, 2) Our methods 

recognized "atypical" strains which in further research may give us information about genetic drift 

within the American continent, 3) Were standardized antifungal susceptibility tests for Cryptococcus 

spp, which in future will allow us to monitor the emergence of resistant strains, 4) In general we 

find that in Mexico, the genotype frequency between VN and VG is variable, but its presence is not 

directly associated with geographic location, 5) Mexico charges relevant importance in the 

epidemiological field since the demonstration of the presence of the eight Cryptococcus genotypes, 

6) Our results allow us to generate patterns of 'fingerprint' by PCR under standard conditions in 

Mexican Cryptococcus spp strains, and 7) Is necessary to continue with the search for designs and 

reproducible specific probes to identify these organisms in biological samples of patients and 

contribute to early diagnosis. 
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INTRODUCCIÓN 

El género Cryptococcus está integrado por hongos levaduriformes caracterizados por ser 

encapsulados, gemantes, generalmente no formadores de seudomicelio, sensibles a la 

cicloheximida y no fermentadores de azúcares [1-3]. El género Cryptococcus contiene 39 especies 

fúngicas heterobasidiomicetas, de las cuales C. neoformans  y C. gattii son irrefutablemente 

consideradas como las especies patógenas para los mamíferos [1-6]. En el laboratorio es fácil 

diferenciar entre las dos especies patógenas con pruebas bioquímicas sencillas (Cuadro 1). 

 

CUADRO 1.  ALGUNAS DIFERENCIAS Y SEMEJANZAS ENTRE Cryptococcus neoformans y C. gattii  
 

*Otros serotipos reconocidos como híbridos son: AD, AB, BD. 

 

Microscópicamente, la mayoría de los criptococos aislados de especímenes clínicos aparecen como 

levaduras esféricas encapsuladas en tejidos y cultivo de los mismos.  El tamaño de la cápsula varía 

de acuerdo con la cepa y las condiciones de cultivo, estimando que en la mayoría de los 

aislamientos tiene un tamaño promedio de 20 μm. La cápsula está formada principalmente por 

glucoronoxylomana [1-6].  

Si bien el tamaño de la cápsula no es un criterio de identificación, la estructura espacial y la 

proporción de sus componentes permitieron clasificar convencionalmente a C. neoformans en cinco 

serotipos (A, B, C, D y el híbrido intra-variedad AD) y en tres variedades: C. neoformans var. grubii 

CARACTERÍSTICAS C. neoformans C. gattii 

Producción de ureasas + + 

Reducción de nitratos a nitritos - - 

Crecimiento a 37°C + + 

Producción de laccasas 
(enzimas oxidativas) 

+ + 

Resistencia a la canavanina - + 

Asimilación de la D-prolina - + 

Inhibición de ureasas - + 

Serotipos* A y D B y C 

Teleomorfo Filobasidiella neoformans Filobasidiella bacillispora

Distribución mundial amplia restringida 

Principalmente aislado de  excretas de aves árboles de zonas no 
perturbadas 

Patógeno oportunista primario 

Huésped mamífero inmunodeficiente inmunocompetente
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(serotipo A), C. neoformans var. neoformans (serotipo D) y C. neoformans var. gattii (serotipos B y 

C) [7-8].  

En la última década, varias técnicas de biotipificación han sido usadas para conocer el genotipo de 

las levaduras y colaborar en el estudio de la epidemiología de la enfermedad que producen [9-13]. 

Un resultado de esos estudios fue la elevación a nivel de especie de C. neoformans var. gattii [7] 

basada en la variabilidad genómica y la falta de evidencia para la recombinación genética entre C. 

neoformans y C. gattii, además de las diferencias ya conocidas en caracteres fenotípicos, hábitat 

natural, epidemiología, manifestaciones clínicas de la enfermedad y respuesta al tratamiento 

antifúngico [1-6]. 

Principalmente a través de los patrones obtenidos con la PCR-“huella digital” (PCR-FP), generados 

con el iniciador “core” M13 [10] y la amplificación de fragmentos del gene URA5 (orotidin-

monofosfato pirofosforilasa) obtenidos por RFLP, mediante doble digestión con Sau961 y HhaI [10], 

se considera que las especies C. neoformans-C. gattii forman un complejo integrado en ocho tipos 

moleculares o genotipos principales: C. neoformans var. grubii corresponde a los tipos moleculares 

VNI y VNII; C. neoformans var. neoformans corresponde al VNIV y el serotipo AD corresponde al 

genotipo VNIII. C. gattii está integrado por cuatro tipos moleculares: VGI, VGII, VGIII y VGIV, los 

que se ha propuesto sean tratados como taxa diferentes (variedades) [14-18] (Fig. 1). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
FIGURA 1. FILOGENIA Y DISTRIBUCIÓN EN SIETE GENOTIPOS DE Cryptococcus neoformans/C. 

gattii.  
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Aún falta por acordar si el recientemente descrito genotipo VNB, característicamente asociado a 

aislados clínicos y ambientales de Botswana, es realmente un genotipo independiente o debe ser 

considerado como un subtipo del ya bien caracterizado genotipo VNII [16, 18] (Cuadro 2). 

Asimismo, la situación de identidad genotípica es incierta para aquellos aislados híbridos intra-

específicos correspondientes a los serotipos BD y AB [17-18] (Fig. 2). 

 
CUADRO 2. CONCORDANCIA DE DIFERENTES TIPIFICACIONES MOLECULARES USADAS PARA C. 

neoformans-C. gattii [16, 18, 36]. 
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(D
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S 
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) 

A VNI VN6 (VN5) AFLP1 VNI A1 1A/B ITS1

A VNII  AFLP1a/AFLP1b VNB  1A ITS1

A VNII VN7 AFLP1a/AFLP1b VNII A2 1C ITS1

AD VNIII VN3/VN4 AFLP3 A3 2C ITS1/ITS2

D VNIV VN1 (VN2) AFLP2 A4 2A/2B/2C ITS2

B/C VGI  AFLP4a/AFLP4b A5 4 ITS3/ITS7

B/C VGII  AFLP6 A6 3 ITS4

B/C VGIII  AFLP5a/AFLP5b/ AFLP5c A7 5 ITS5

B/C VGIV  AFLP7 A8 6 ITS6

FP = Fingerprinting 
AFLP = Amplified Fragment Lenght Polymorphism 
RFLP = Restriction Fragment Length Polymorfism 
IGS = Inter Genic Sequence 
ITS = Inter Transcription Sequence 
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FIGURA 2. RELACIÓN DE LOS SEROTIPOS CON LOS GENOTIPOS PROPUESTOS PARA EL 

COMPLEJO C. neoformans/C. gattii. 
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ANTECEDENTES 

Ciclo de Vida. 

Cryptococcus neoformans y C. gattii predominantemente existen como formas haploides 

vegetativas con reproducción asexual por gemación que son además heterotálicas, característica 

que les permite poseer un sistema de sexuado bipolar con los tipos sexuales a y α  [1-2, 19-20]. El 

locus del tipo sexual (MAT) es la región del genoma fúngico que regula el ciclo sexual, las células 

de tipos sexuales opuestos se aparean para formar el teleomorfo filamentoso: Filobasidiella 

neoformans  para el caso de C. neoformans o F. bacillospora el correspondiente a C. gattii (Fig. 3) 

[1-2, 14, 19-20]. 

Apareamiento sexual. En respuesta a la limitación de nutrientes, células levaduriformes a y α 
secretan péptidos-feromonas que disparan la fusión célula-célula. La fusión nuclear se retarda y el 

dicarión resultante inicia el crecimiento filamentoso. Los dos núcleos parentales migran 

coordinadamente en la hifa dicariótica y como cada septo formado separa las células, un núcleo es 

transferido a la penúltima célula hifal a través de una conexión “en pinza”. En la etapa del 

desarrollo del basidio, los dos núcleos se fusionan y sufren meiosis para producir cuatro productos 

meióticos que sufren mitosis y geman desde la superficie del basidio para producir cadenas de 

basidiosporas (Fig. 3). 

Fructificación monocariótica o haploide, fenómeno en el que exclusivamente se suscita la fusión 

nuclear, implica cepas del mismo tipo sexual por ejemplo células α, se transforman en diploides 

(α/α) tanto por endoduplicación como por fusión nuclear seguida de la fusión de dos células. Las 

hifas diploides monocarióticas forman conexiones “en pinza rudimentarias”, las cuales no se 

fusionan a la célula precedida. En la etapa del desarrollo del basidio, la meiosis se presenta y 

basidiosporas haploides son producidas en cuatro cadenas  Se producen basidios con basidiosporas 

viables, aunque a una frecuencia más baja que en una cruza regular MATa x MATα [1-2] (Fig. 3). 

Este tipo de fructificación se ha observado con mucha mayor frecuencia en aislados MATα de todos 

los serotipos, que en los MATa [19-20].  
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FIGURA 3. REPRODUCCIÓN EN Cryptococcus neoformans/C. gattii.  
 

El locus MAT en C. neoformans/C. gattii mide ~100 kb y codifica más de 20 genes esenciales, 

incluyendo aquellos que establecen la identidad del tipo celular, los implicados en la producción de 

feromonas (MFa y MFα), sensibilidad, componentes de la cascada MAPcinasa, así como algunos 

otros que no parecen tener función alguna en el sexado [19-20].  

El apareamiento entre C. neoformans o C. gattii ha sido efectuado bajo condiciones de laboratorio y 

ocasionalmente se ha encontrado de manera natural; sea in vitro o en la naturaleza, el fenómeno 

de recombinación es evidente [14-17]. 

Asimismo, se han encontrado aislados diploides o aneuploides tales como los serotipos híbridos AD, 

BD o AB, los cuales generalmente poseen ambos loci del tipo sexual lo que indica que son resultado 

del apareamiento entre aislados de tipos sexuales opuestos, seguido de una meiosis dañada debido 

a las incompatibilidades genómicas.  Se postula que los híbridos resultan de una esporulación pre-

meiótica o a partir de la fusión de núcleos meióticos haploides seguidos por el empaquetamiento de 
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núcleos diploides en una basidiospora. Apoyando esa teoría, se han observado basidios atípicos 

produciendo dos esporas normales y una espora con núcleo diploide  [19].  

C. neoformans y C. gattii se reproducen mediante diversas estrategias sexuales y asexuales, en las 

cuales pueden presentarse tanto la recombinación como la dispersión clonal, lo que 

consecuentemente permite en estas especies una alta complejidad genotípica y quizá mayor 

probabilidad de sobrevivencia. 

 

Ecología. 

Se ha postulado que C. neoformans y C. gattii pueden ser hongos semejantes a tizones o levaduras 

endo/epífitas que desarrollan una asociación biotrófica específica con una planta huésped. En el 

caso de C. gattii, se postula que las teleutosporas o micelio dicariótico ‘hiberna’ en los ovarios o 

anteridios de retoños desarrollados de Eucalyptus camaldulensis. Con el florecimiento de la planta, 

las estructuras germinan para producir basidiosporas que son liberadas en el ambiente: las que 

quedan sobre el tejido meristemático del vegetal inician la formación de micelio dicariótico y, 

consecuentemente, la infección del tejido vegetal; las que se encuentran en el aire-ambiente 

permanecen por tiempos cortos, se dispersan y son propágulos infecciosos para el humano y otros 

animales. Después de la propagación esas esporas pueden sintetizar material capsular y 

transformarse en levaduras capsuladas [1, 21].  

Las aves que tienen una asociación con el vegetal huésped pueden albergar a los criptococos a 

través de su intestino y depositar levaduras capsuladas en sus heces; los criptococos pueden 

acumularse en cobertizos (hábitats protegidos), los cuales actúan como fuentes importantes para la 

dispersión de otro tipo de propágulos infecciosos: las levaduras desecadas [1, 21-22]. 

En concordancia con los antecedentes ecológicos mencionados, se ha establecido que el hábitat 

natural de C. neoformans es también una planta que sería más semejante a hierbas o cereales 

comunes con los cuales las aves, especialmente las palomas, se alimentan. Otros estudios acerca 

de la interacción hospedero-parásito están en progreso para determinar dónde ocurre la formación 

de los elementos hifales dicarióticos y basidios del hongo en los vegetales huéspedes [1, 21]. 

Los criptococos son rápidamente eliminados del ambiente por la acción de los rayos solares y 

microorganismos tales como bacterias y amibas; sin embargo, si los criptococos son acumulados en 

cobertizos, pueden permanecer viables durante largos períodos (varios años) en el suelo o detritos 

orgánicos [1, 21].  

Tanto las basidiosporas como las levaduras son células haploides, pero las levaduras son unidades 

vegetativas que crecen rápidamente sobre medios de cultivo artificiales. 
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Cryptococcus neoformans. 

Con algunas excepciones, C. neoformans normalmente infecta pacientes inmunocomprometidos. 

Puede ser aislado del ambiente de cualquier lugar del mundo, es un patógeno ubicuo y está 

frecuentemente asociado con materias fecales aviarias, madera en putrefacción o suelo [1-3, 23-

26]. La mayoría de los aislamientos de C. neoformans son var. grubii (serotipo A) y en menor 

frecuencia var. neoformans (serotipo D) [10-13]. Una propuesta reciente es que esas variedades 

deberían ser tratadas como especies diferentes debido a que han divergido lo suficiente (desde 

hace 18 millones de años, Fig. 1) para que un apareamiento normal no pueda ser posible. La 

comparación de sus genomas muestra que, entre estas dos variedades, no existen recientemente 

intercambios de ADN importantes [2, 14]. 

El serotipo A es responsable del 95% de todas las infecciones causadas por C. neoformans en 

pacientes. Ha sido subdividido en tres tipos moleculares: VNI (AFLP1), VNII (AFLP1B) y VNB 

(AFLP1A) (Cuadro 2). VNI es el tipo molecular más común e integra el 78% de los aislados de C. 

neoformans [10, 16-17]. El grupo VNB, inicialmente restringido a Botswana, recientemente ha sido 

recuperado de excrementos de palomas en Brasil y de pacientes de Ruanda, Portugal y Brasil, lo 

que ha dividido al genotipo en tres subgrupos: VNB-A, VNB-B y VNB-C. Las cepas serotipo A MATα  

(Aα) han mostrado ser más patógenas que las cepas Aa. Es interesante que el grupo VNB incluye 

una gran proporción de aislados fértiles de MATa [16]. 

Las cepas serotipo D se encuentran en todo el mundo pero son prevalentes en áreas con climas 

templados, como las de los países europeos, donde el 30% de los aislados pertenecen a este 

serotipo. Esta distribución restringida puede ser debida al hecho de que las cepas del serotipo D 

son más sensibles a altas temperaturas.  Se ha reportado que el serotipo D es menos virulento y 

más sensible al fluconazol que las células serotipo A. Las manifestaciones clínicas de las infecciones 

humanas causadas por los serotipos A y D son similares. En modelos murinos, cepas Dα son más 

virulentas que sus congénicas Da [27-28]. 

El serotipo AD es relativamente común y es el resultado de la fusión eventual entre cepas serotipo 

A y serotipo D. Un análisis de poblaciones ambientales y clínicas de C. neoformans en América del 

norte reveló que, aproximadamente, el 75% de las cepas aisladas del ambiente son híbridos AD 

[10-13].  Cepas AαDa han sido reportadas como más virulentas que las cepas AaDα y el genotipo 

híbrido AαDα ha sido recientemente recuperado de EUA e Italia, confirmando el apareamiento 

entre sexos iguales α/α dentro de la misma especie [20, 27-28]. Se postula que las cepas serotipo 

AD aisladas en el mundo tienen su origen en África [16]. 
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Cryptococcus gattii. 

Este organismo infecta principalmente individuos sin defectos inmunológicos [29], aunque se han 

reportado infecciones por C. gattii asociadas a pacientes con SIDA [30]. Se considera que C. gattii 

es la causa de criptococomas y tiene una menor sensibilidad a varios agentes antifúngicos, por lo 

que es necesaria una terapia prolongada en el paciente y es causa de una tasa de mortalidad alta 

[1-2, 31].  Ha sido consistentemente aislado de madera en descomposición de varias especies de 

árboles, especialmente de aquellas pertenecientes al grupo Eucalyptus  spp [21-22, 32-33]. Se 

pensó inicialmente que la distribución geográfica de C. gattii estaba limitada a regiones tropicales o 

sub-tropicales del mundo; sin embargo, estudios recientes y el reporte del brote en la Isla Vancuver 

han revelado una distribución mucho más amplia de esta especie. Se considera que las cepas VGI 

(AFLP4) son las de mayor distribución mundial. Las cepas VGII (AFLP6) predominan en regiones de 

Australia y EUA, el genotipo VGIII (AFLP5) en países ibero-americanos y en la India, mientras que 

el tipo VGIV ha sido asociado con infecciones en pacientes VIH positivos encontrados en Sudáfrica 

y en América Central [31, 33-34]. 

Hasta hace poco, C. gattii había sido poco estudiado debido a que sólo representaba al 1% de las 

infecciones en los casos mundiales de criptococosis; sin embargo, el brote epidémico de 

criptococosis causado por C. gattii registrado en 1999 en la Isla Vancuver (Columbia Británica, 

Canadá) ha estimulado la investigación a detalle de este organismo. En esta isla poco más del 97% 

de los aislamientos criptococales se han identificado como del tipo molecular VGII y el resto, VGI 

[34]. En Columbia Británica, entre los años 2002 y 2006, el promedio anual de la incidencia de 

criptococosis fue de 6.5 casos/millón y 27.9 casos/millón en Isla Vancuver. Además de las 

infecciones humanas, la micosis ha sido diagnosticada en animales como perros, gatos, caballos y 

marsopas; de hecho, los casos veterinarios han sido reportados de dos a tres veces más 

frecuentemente que los casos humanos. Esto significa que el hongo ha infectado a más de 176 

individuos y se ha diseminado de Isla Vancuver a otras regiones del noroeste del Pacífico de EUA y 

Canadá [31, 34].  

Dentro de los aislados VGII se han identificado dos subtipos: una forma común principal en aislados 

clínicos y ambientales (VGIIa/AFLP6a, hipervirulento) presente en el 87% de los casos humanos y 

el 78% de los veterinarios, y un tipo raro presentado en un aislado clínico y varias muestras 

ambientales (VGIIb/AFLP6b, virulento atenuado). El análisis de genealogía por MLST (Multi Locus 

Sequence Typing) reveló que las cepas VGIIa y VGIIb encontradas en Isla Vancuver presentan 

genotipos similares o idénticos con otros aislados de otras partes del mundo, lo que hace difícil 

asegurar y determinar un origen específico. Las hipótesis actuales son: 1) Las especies han sido 

residentes en Columbia Británica desde hace mucho tiempo (población ancestral) ó 2) Las especies 

representan un genotipo particularmente virulento que pudo estar bien adaptado a condiciones 

locales y ha sido introducido recientemente a Columbia Británica [17, 31, 34].  
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Después de examinar 30 alelos de cepas VGIIa y VGIIb de la Isla Vancuver, se observó que 

muestran 14 loci idénticos y se hipotetiza que los aislamientos VGIIa podrían ser el resultado de un 

apareamiento del mismo sexo (α/α), entre un aislamiento VGIIb  y un segundo aislamiento VGII 

desconocido, en tránsito en Australia o en el Pacifico noroeste [34]; sin embargo, se ha revelado 

que desde 1986 han sido recuperados aislamientos VGIIa y VGIIb en América del Sur, lo que 

sugiere que,  más que haber sido el resultado de una recombinación reciente estos genotipos han 

estado presentes desde hace mucho tiempo en América [17]. 

Semejante a lo que ocurre en C. neoformans, en los aislados clínicos y ambientales el tipo sexual 

MATα de C. gattii es predominante y a partir de muestras clínicas han sido descritos híbridos C. 

gattii x C. neoformans (serotipos AB y BD), en los cuales los alelos de C. gattii provienen del tipo 

molecular VGI [35-37]. 

 

Otras especies. 

Además de C. neoformans y C. gattii, hay por lo menos otras 37 especies más que integran al 

género, las cuales se encuentran en diversos ambientes como la Antártida, los Himalayas y aguas 

salobres [1]; sin embargo, ya que la mayoría de ellas no son capaces de sobrevivir en tejidos de 

mamíferos, debido a la relativamente alta temperatura corporal y al sistema inmune del huésped, la 

infección causada por estas especies es rara [28]. Se considera que de las criptococosis no 

causadas por C. neoformans y C. gattii, el 80% de ellas son debidas a C. laurentii y C. albidus. 

Aunque el nivel de actividad de las laccasas es menor en éstas especies, la transmisión, los factores 

de virulencia y la respuesta inmune del huésped, son muy parecidos a los que se muestran en 

infecciones debidas por C. neoformans-C. gattii [1-2]. 

 

Criptococosis. 

C. neoformans puede causar infecciones humanas seguidas a la inhalación de pequeños propágulos 

aéreos (basidiosporas o levaduras escasamente encapsuladas), encontrados en el suelo y el aire de 

ciertos ambientes como hábitats de aves o bosques de eucaliptos [1, 3, 21, 28]. Esto implica que, 

invariablemente, el pulmón es el portal de entrada y el sitio inicial de la infección. C. neoformans 

tiene la habilidad de sólo colonizar el tracto respiratorio del huésped inmunocompetente sin causar 

enfermedad, pero también es capaz de diseminar a cualquier órgano del cuerpo humano, con 

predilección por el sistema nervioso central. La meningoencefalitis representa la forma más severa 

de la enfermedad en el huésped inmunocomprometido y generalmente es fatal si no es tratada [1, 

3]. 

Seguido a la inhalación de partículas infecciosas se forma un complejo pulmonar-linfático. En la 

mayoría de los casos no se desarrollan síntomas, lo que indica que la mayoría de las personas 

inmunocompetentes eliminan o controlan la infección antes de que la diseminación sistémica se 
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presente. Sin embargo, la levadura puede permanecer en un estado latente, quizá dentro del 

complejo nódulo-linfático y en aquellos pacientes con alteraciones significativas en su inmunidad 

como las que resultan de una administración prolongada de corticoesteroides, enfermedades 

hematológicas o infección por VIH, la diseminación de la enfermedad es frecuente [1, 3, 38]. 

Cryptococcus también puede causar infección localizada en piel, ojos, miocardio, huesos, 

articulaciones, pulmones, próstata, tracto urinario, sistema nervioso central y prácticamente en 

cualquier tejido [1, 3, 35-45]. Existe evidencia de que la diseminación es debida a una reactivación 

de la enfermedad latente, así por ejemplo, se han analizado aislamientos clínicos de Cryptococcus 

gattii recuperados de pacientes nacidos en África que han vivido en Francia por aproximadamente 

10 años y no han tenido contacto con el ambiente africano por lo menos durante 13 años. En estos 

casos los patrones genéticos mostrados por RAPD son significativamente diferentes a los de otros 

pacientes europeos, lo que sugiere que Cryptococcus puede ser adquirido mucho antes de que la 

infección se desarrolle [38-39].  

La criptococosis se presenta en mamíferos, pero la transmisión hombre-hombre o animal-hombre 

no ha sido documentada. También se sabe de ejemplos raros de transmisión iatrogénica y de 

madre-hijo [2].  

La presentación clínica de la criptococosis puede ser aguda o crónica y las manifestaciones varían 

dependiendo del estado de la enfermedad. Los síntomas típicos asociados con menigoencefalitis 

son: presión elevada del líquido cefalorraquídeo (>250 mm H2O) la que se ha presentado en más 

del 50% de pacientes con VIH asociados a meningitis criptococal y provoca dolor de cabeza, fiebre, 

estado mental alterado, pérdida de la visión, demencia e inclusive, coma [1, 3, 38-44]. En la 

criptococosis pulmonar, los síntomas varían desde nódulos pulmonares asintomáticos hasta 

síndrome pulmonar agudo; los síntomas más frecuentemente reportados son: tos (58%), disnea 

(46%) y fiebre (38%) [39-40].  

C. neoformans y C. gattii afectan los pulmones y el sistema nervioso central; sin embargo, las 

infecciones causadas por estas dos especies tienen importantes diferencias en epidemiología, 

presentación clínica, y resultado terapéutico. Así, por ejemplo, C. gattii invade el parénquima 

cerebral más comúnmente que C. neoformans y C. gattii  forma más frecuentemente criptococomas 

en pacientes con infección pulmonar [34, 39-40]. 

Desde 1981, las infecciones debidas a Cryptococcus han sido la causa mayor de morbilidad y 

mortalidad en individuos con sistema inmune deprimido como consecuencia del SIDA: del 5 al 10% 

de todos los individuos con linfopenia en CD4+ desarrollan criptococosis fatal [1-3, 10-13, 16, 22, 

41]. Aunque la prevalencia de la criptococosis en individuos infectados con VIH ha declinado debido 

a la muy activa terapia antirretroviral, actualmente en el mundo la criptococosis es una de las tres 

infecciones oportunistas más comunes, al lado de la candidosis y neumocistosis (comunicación 

personal del Dr. Rubén López Martínez) que amenazan la vida de los pacientes con VIH-SIDA. Esta 
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enfermedad permanece epidémica en África y el sureste de Asia, donde más del 30% de los 

pacientes con VIH-SIDA son afectados [16]. La criptococosis ha sido reconocida en áreas definidas 

por VIH-SIDA como Zimbaue donde el 91% de los pacientes [16] están infectados con 

Cryptococcus. Aunque menos común, la criptococosis en pacientes VIH negativos también tiene 

una tasa alta de mortalidad [12, 45] (Cuadro 3). 

 

CUADRO 3. PREVALENCIA DE CRIPTOCOCOSIS EN PACIENTES VIH POSITIVOS EN VARIOS 
PAÍSES DEL MUNDO. 

 
ÁREA GEOGRÁFICA AÑO FRECUENCIA (%) 

Estados Unidos de América [1] 1985 7.5

Países de  África [1] 1994 6.0 – 12.0 

Australia [1] 1995 5.5

Francia [1] 1996 4.8 – 7.8 

Reino Unido [1] 1993 4.0

México [61] 2000 10.0 – 15.0 

Brasil [12] 2010 62.7

Cuba [31] 2010 29.0

 

Factores de virulencia 

Aunque Cryptococcus neoformans /gattii son patógenos de mamíferos, el huésped humano es un 

encuentro accidental y no su nicho primario. La infección de macrófagos y amibas por C. 

neoformans /gattii es muy similar y por lo tanto, ha sido postulado que más que factores de 

virulencia elaborados en contra del huésped implican, más bien mecanismos de defensa para sus 

depredadores ambientales naturales [46]. Cualquiera de esas dos situaciones, al igual que en otros 

hongos, se conoce que, son varios los procesos fisiológicos que podrían figurar como factores de 

virulencia [1, 2, 28]. En C. neoformans/gattii las características que más se han estudiado como 

factores de virulencia son la presencia de la cápsula polisacárida y la producción de melanina [8, 

47, 48]. Otros parámetros que pudiesen estar relacionados con la patogenicidad de este hongo 

son: la capacidad de crecimiento a 37°C, enzimas (proteinasas, fosfolipasas, ureasas), el tipo 

sexual, el fenotipo “prendido o apagado”, la biosíntesis de adenina, la producción de manitol y la 

presencia de myristoil-transferasas [1, 2, 49] (Cuadro 4).  
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CUADRO 4. CARACTERÍSTICAS FISIOLÓGICAS DE Cryptococcus spp RELACIONADAS CON 
VIRULENCIA. 

  
FENOTIPO EFECTOS 

Cápsula de glucoronoxylomanana 

Inhibe la fagocitosis, resiste la digestión en fagosomas, causa 
disfunción y lisis en macrófagos, inhibe la migración de 
neutrófilos, interfiere con la secreción de opsoninas, inhibe la 
proliferación de células T, induce apoptosis en los 
macrófagos y retrasa la maduración y activación de células 
dendríticas. 

Síntesis de melanina 

Protege a la célula fúngica del ataque del sistema inmune, 
pues le confiere resistencia a compuestos oxidantes y a la 
fagocitosis. Asimismo, las células se protegen contra la 
caspofugina y anfotericina B. 

Capacidad de crecer a 37°C Su capacidad para crecer a temperatura fisiológica es 
determinante para el despliegue de patogenicidad. 

Enzimas degradantes 

Proteinasas y fosfolipasas dañan la membrana de los 
fagosomas. Otras proteinasas degradan: colágeno, elastina, 
fibrinógeno, inmunoglobulinas y factores del complemento. 
Las ureasas permiten el secuestro de las levaduras en 
microcapilares durante la diseminación hematógena y 
facilitan la transmisión sangre-cerebro. 

Tipo sexual 

La reproducción entre organismos del mismo sexo, provee 
una ventaja en la sobrevivencia del hongo. Aparentemente 
las células MATα son más virulentas que las MATa debido a 
que las primeras prefieren la invasión al sistema nervioso 
central. 

Fenotipo “encendido-apagado” (switching) 
Le permite a la levadura “mimetizarse”, adaptarse al 
ambiente del huésped y evadir el reconocimiento por parte 
del sistema inmune. 

 

Un estudio reciente demostró que C. neoformans es capaz de secretar vesículas que contienen 

varios de sus factores de virulencia, incluyendo glucoronoxylomanana –GXM-, laccasa, ureasa y 

fosfolipasa B. Las vesículas extracelulares mostraron varios tamaños y formas que incluyen cuerpos 

de membrana electro-lúcida y vesículas electro-densas. Durante la criptococosis diseminada se han 

podido medir niveles de productos metabólicos criptococales, los que han sido identificados en 

fluidos corporales de pacientes. Esto sugiere que esas “bolsas repartidoras de factores de 

virulencia” pueden representar una vía eficiente y general para “liberar” moléculas relacionadas con 

patogénesis en el ambiente extracelular de C. neoformans/gattii [2].  

 

Consenso Multi-Locus Sequence Typing (MLST). 

Debido a la falta de referencias-cruzadas, la correlación entre los resultados obtenidos por 

diferentes métodos genotípicos de sub-tipificación de C.  neoformans /gattii ha dado como 

resultado que el genotipado de este importante patógeno humano no tenga una nomenclatura 

homogénea, por lo que se han asignado varios subgrupos según la referencia de los autores. 
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Reconociendo la urgente necesidad universal para estandarizar un método de tipificación, en el año 

2007 fue formado el Grupo de Trabajo Genotyping of Cryptococcus neoformans y C. gattii, bajo el 

cobijo  de la International Society of Human and Animal Mycology. El grupo seleccionó el MLST 

como el método de elección para la tipificación de futuras cepas, por su poder discriminatorio y 

reproducibilidad entre diferentes laboratorios. El consenso del esquema MLST ha sido establecido 

usando siete loci genéticamente diferentes para genotipificar mundialmente cualquier aislado de 

Cryptococcus neoformans /gattii. Estos loci incluyen los genes estructurales (housekeeping de 

cápsula, laccasas, superóxido dismutasas, pirofosforilasas): CAP59, GPD1, LAC1, PLB1, SOD1, URA5 

y la región IGS1. La información acerca del tipo de alelos y secuencias estan accesibles en 

http://www.mlst.net/ [18]. 

 

Proyecto de la secuenciación del genoma. 

La secuencia genómica de cinco cepas de Cryptococcus (JEC21 y B3501A –C. neoformans var. 

neoformans,  H99 –C. neoformans var. grubii-, WM276C y R265 –ambas C. gattii-) ha sido 

completada. El genoma de JEC21 (secuenciado por TIGR) comprende un total de 20 Mb de ADN y 

contiene aproximadamente 6,572 genes, 10% de los cuales son exclusivos de C. neoformans. El 

genoma, rico en intrones, codifica un transcriptoma abundante empalmado alternadamente (4.2% 

del transcriptoma) y mensajes antisentido (53 genes) [50]. El genoma es también rico en 

transposones (~5%), varios de los cuales forman agregados en regiones centroméricas. La 

presencia de estos transposones confiere una plasticidad genética y puede ser responsable de la 

inestabilidad en el cariotipo y variación fenotípica, lo cual se aprecia en el 50% de la diferencia en 

la secuencia de los genomas de JEC21 y B3501A [51].  

Las secuencias completas de C. neoformans y C. gattii permitirán la genómica comparativa con 

hongos de otros phyla y entre los mismos cinco genomas criptococales. Además, la disponibilidad 

de estas secuencias ha hecho posible la construcción de microarreglos registrados y estudios de 

CGH (Comparative Genome Hibridization) [52]. 

La CGH en combinación con el mapeo físico y la secuenciación ha sido usada para estudiar la 

variabilidad genómica dentro de las especies de C. neoformans y potencialmente permitir, en el 

futuro, una caracterización detallada del genoma de cepas emergentes y clínicamente significativas. 

Estos estudios proveerán información importante sobre los mecanismos de la microevolución del 

genoma en estos patógenos. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

La criptococosis humana es una infección micótica con amplia distribución mundial y clínicamente 

severa en huéspedes inmunocomprometidos [1, 25, 30]. En el año 2002, el anamorfo conocido 

hasta entonces como Cryptococcus neoformans  fue dividido en dos especies: C. neoformans 

variedades grubii  y neoformans (serotipos A y D) y C. gattii (serotipos B y C). Ambas especies son 

ahora reconocidas como los principales agentes etiológicos de la criptococosis [7].  

En México la criptococosis es causada por ambas especies [25]. En un estudio efectuado en el 

Centro Médico Nacional La Raza se encontró que en 282 de 2,940 casos de meningoencefalitis (en 

el período 1980-2004), la causa del padecimiento fueron hongos del género Cryptococcus  [41].  

Debido a que la criptococosis tiene una alta mortalidad (40% de los enfermos con SIDA mueren por 

causa de Cryptococcus), diversos estudios se han dedicado a conocer más la biología del agente 

etiológico con objeto de desarrollar métodos eficaces para identificar a la enfermedad en sus 

etapas iniciales y así proponer recomendaciones de prevención y terapia efectivas. Entre estos 

métodos se encuentran los de sub-tipificación, que han sido ampliamente utilizados en estudios 

epidemiológicos.  

Para sub-tipificar cepas de C. neoformans y C. gattii las técnicas más utilizadas son morfológicas, 

bioquímicas y de análisis del ADN  [10-13]. Entre estas últimas, se han desarrollado investigaciones 

de variabilidad genética para dar respuesta a varias interrogantes epidemiológicas. Principalmente 

destacan los intentos por correlacionar los patrones genéticos de cepas ambientales con las 

provenientes de pacientes para reconocer la fuente de infección, con la premisa de que la 

enfermedad podría prevenirse y evitar muertes prematuras.  

Con esta información, se inició una investigación básica que contribuyera al conocimiento 

epidemiológico de la criptococosis en México. Por ello, la finalidad del presente trabajo es conocer 

los biotipos y de manera particular, la diversidad genética de C. neoformans y C. gattii en México.
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OBJETIVOS 

 

Principal 

Identificar los biotipos de los agentes causantes de la criptococosis humana en México 

 

 

Particulares 

- Estimar la frecuencia de los agentes causantes de criptococosis en México. 

- Aislar a Cryptococcus gattii a partir de fuentes naturales. 

- Investigar la susceptibilidad a antifúngicos de aislados de Cryptococcus neoformans y C. 

gattii. 

- Identificar los principales genotipos de Cryptococcus spp, causantes de infección en el 

humano. 

- Elaborar un método que discrimine a C. gattii de C. neoformans y dentro de esta última 

especie, a C. neoformans var. grubii de C. neoformans var. neoformans. 

 

 

 

 

 

HIPÓTESIS 

 

En México la criptococosis no es una enfermedad considerada como de notificación obligatoria, por 

lo cual poco interés epidemiológico ha despertado entre las autoridades sanitarias. Actualmente 

nuestro país se encuentra en proceso de transición epidemiológica, por lo que suponemos que la 

criptococosis sea una micosis prevalente, cuyos agentes causales se encuentran en una diversidad 

amplia de biotipos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Durante todo el desarrollo de la investigación, fueron utilizadas ocho cepas de referencia, 

gentilmente donadas por el Dr. Wieland Meyer (Cuadro 5). 

 

CUADRO 5. DESCRIPCIÓN DE LAS CEPAS DE REFERENCIA 
 

CLAVE DE LA CEPA ORIGEN SEROTIPO GENOTIPO 

WM 148 Australia A VNI

WM 626 Australia A VNII 

WM 628 Australia AD VNIII 

WM 629 Australia D VNIV 

WM 179 Australia B VGI

WM 178 Australia B VGII 

WM 175 E.U.A. B VGIII 

WM 779 Sudáfrica C VGIV 

 

Estimación de la frecuencia de Cryptococcus spp aislados de casos clínicos. 

Los cultivos fueron obtenidos de pacientes internados en diferentes hospitales ubicados en el 

Distrito Federal (Cuadro 6), cada uno de los cuales proporcionó el producto patológico del paciente 

(principalmente esputo y líquido cefalorraquídeo) o el cultivo obtenido de la siembra de los 

especímenes de los individuos diagnosticados con criptococosis. 

Los expedientes clínicos de los pacientes fueron revisados para obtener algunos datos demográficos 

y clínicos: nombre, sexo, edad, ocupación, lugar de residencia, lugar de origen, producto patológico 

examinado y enfermedad de base.  
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CUADRO 6. HOSPITALES DE DONDE PROVINIERON LOS AISLADOS CLÍNICOS ANALIZADOS EN 
ESTE ESTUDIO 

 
HOSPITAL No. DE AISLADOS 

PROPORCIONADOS 
Centro Médico Nacional “La Raza”, IMSS 114 

Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía, SS 65 

Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS 14 

Hospital Juárez, SS 4 

Hospital Ignacio Zaragoza, ISSSTE 6 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, SS 3 

Instituto Nacional de Pediatría, SS 2 

Otros hospitales 3 

Total 211 

 

Identificación morfológica, bioquímica y serológica 

Las levaduras fueron identificadas inicialmente como Cryptococcus a través de un examen directo 

con tinta China y observando al microscopio la presencia de cápsula, la que se midió con una 

reglilla ocular de 10 mm de longitud, dividida en 100 partes. Los productos biológicos fueron 

sembrados en agar dextrosa  Sabouraud (ADS) sin cicloheximida (Actidiona®) e incubados a 30 y 

37°C y se registraron los datos acerca de la presencia o ausencia de la cápsula, el tamaño de la 

misma en el espécimen analizado, así como el aspecto macroscópico de la colonia, en cada aislado. 

La identidad de género se confirmó mediante la presencia de ureasas (agar urea de Christensen), 

laccasas (agar Níger) [4] y auxanograma automatizado (VITEK®). Para diferenciar a las dos 

especies, los aislados se analizaron mediante la resistencia a la canavanina (agar canavanina-

glicina-azul de bromotimol, CGB) [5] y asimilación de D-prolina [6].  

Los estudios de serotipificación sólo pudieron ser efectuados en algunos cultivos, mediante la 

prueba de aglutinación de látex (Crypto Check, Iatron Diagnostics, Inc.).  

Los aislados obtenidos fueron conservados en refrigeración mediante resiembras subsecuentes en 

ADS y congelación a -70°C, utilizando leche descremada y glicerol al 25% como agente protector.  

 

Aislamiento de Cryptococcus spp a partir de árboles de eucalipto. 

Se muestrearon árboles de eucalipto, localizados en ocho zonas de Ciudad Universitaria (UNAM), 

lugar que alberga diferentes especies de eucaliptos siendo Eucalyptus camaldulensis la especie 

dominante. 

Se colectó un total de 923 materiales vegetales (hojas, flores, yemas o cápsulas). Durante 12 

meses se llevaron a cabo cuatro muestreos, lo que permitió abarcar las temporadas de lluvias y 
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secas de nuestra ciudad. Los días en que la colecta fue hecha, se registraron los datos 

climatológicos. 

Cada uno de los materiales vegetales fue cortado en pequeños fragmentos y se trituró en un 

mortero, adicionando solución salina con antibióticos, a partir de ese macerado se hizo una dilución 

1:100 y se sembraron 10 ml en cajas de Petri conteniendo agar Níger. Los cultivos se incubaron en 

la oscuridad a 28ºC hasta por dos semanas, haciendo revisiones cada dos días. 

Las colonias sugestivas de ser Cryptococcus spp fueron purificadas en agar Níger para 

posteriormente hacer las pruebas morfológicas, fisiológicas y bioquímicas correspondientes  

(crecimiento a 37°C, presencia de pigmentos melánicos, producción de ureasas, desarrollo de 

cápsula en agar chocolate, sensibilidad a la cicloheximida, presencia de proteasas mediante la 

hidrólisis de gelatina al 12.0%, producción de almidón, desarrollo de tubo germinativo, presencia 

de pigmentos en agar extracto de malta, producción de seudomicelio en agar harina de maíz, 

fermentación de dextrosa, reducción de nitratos y finalmente, asimilación de carbohidratos y 

algunos compuestos nitrogenados mediante VITEK®). 

 

Sensibilidad a antifúngicos 

Fueron utilizados cinco antifúngicos: Anfotericina B (Cat. A-4888, Sigma-Aldrich), fluconazol 

(FL01015, Chemical Iberica), itraconazol (BP 907 – F87029 CRS, Council of European 

Pharmacopeia, Strasbourg),  ketoconazol (Cat. K – 1003, Sigma-Aldrich) y caspofungina (Cansidas, 

Merck). La sensibilidad se efectuó en los aislados clínicos y en algunos cultivos de origen ambiental 

-aislamiento de materia fecal de palomas- almacenados en la Colección de Hongos del Laboratorio 

de Micología Médica, UNAM. Se utilizó el método estándar de microdilución, siguiendo las 

indicaciones del documento M27-A2 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [54].  

Las concentraciones finales de los antifúngicos fueron de 16 - 0.03 μg/ml para anfotericina B, 

itraconazol, ketoconazol y caspofungina, de 128 - 0.025 μg/ml para fluconazol. 

La distribución de los inóculos, diluciones de los fármacos, los controles positivos (cepas de 

referencia) y negativos (cultivos de Candida spp), fue elaborada según los estándares 

recomendados en el documento M27-A2 [54], con la siguiente modificación: la incubación de las 

microplacas se efectuó en agitación suave (125 rpm) a 35°C, durante 48 h en atmósfera normal. 

Esta modificación fue hecha pues se observó que las levaduras del género Cryptococcus no tienen 

buen crecimiento sin agitación, por lo que requieren de ésta para obtener un crecimiento de al 

menos 0.5 unidades de densidad óptica, en el pozo correspondiente al testigo de crecimiento [54-

56]. Los experimentos se elaboraron por duplicado. 

Para la lectura de resultados, cada microplaca se pasó por el lector de placas de ELISA a una 

densidad óptica de 540 nm. La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) fue la menor concentración 

del antifúngico que inhibió completamente el crecimiento fúngico. Debido a que para Cryptococcus 
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spp, aún no han sido aceptados de manera formal e internacional los puntos de corte en 

anfotericina B, ketoconazol y caspofungina, se tomaron en cuenta los criterios recomendados por 

otros autores necesarios para considerar a una cepa resistente: valores de CMI >1 μg/mL para 

ketoconazol e itraconazol; >2 μg/mL para anfotericina B; >3 μg/mL para caspofungina; y > 64 

μg/mL para fluconazol  [54-57]. 

 

Genotipificación de aislados clínicos seleccionados. 

Esta última etapa estuvo dividida en dos partes 1) Obtención de la “huella digital” del ADN 

genómico de los aislados, para la caracterización de los genotipos, y 2) Identificación, mediante 

sondas específicas, de los genotipos VNI y VNII de C. neoformans var. grubii, principal agente 

causante de la criptococosis en nuestro medio. 

PCR tradicional: PCR-“Huella Digital” (fingerprinting).- La extracción del ADN, fue efectuada en 95 

aislados de Cryptococcus spp (73 aislados mexicanos, 14 extranjeros y ocho cepas de referencia). 

Todos los aislamientos fueron cultivados en agar Medio Definido (MgSO4 10mM, KH2PO4 29.4 mM, 

glicina 13 mM, tiamina 3μm, glucosa 1mM, agar 18 g, agua 1000 mL), incubándose a 25 °C 

durante 72 h.  Las levaduras fueron lavadas con agua desionizada y el ADN genómico de C. 

neoformans y C. gattii fue extraído con el DNeasy Plant Mini Kit® (Qiagen) siguiendo las 

indicaciones recomendadas por el proveedor. Al final el ADN quedó resuspendido en 50 µl del 

buffer del proveedor y se almacenó a -20 °C. La calidad y concentración del ADN se observó en un 

gel de agarosa al 1% en Tris-boratos-EDTA (TBE) 0.5 X, teñido con bromuro de etidio (5 μg/ml) y 

visualizado bajo luz UV.  

Se estandarizaron las condiciones de la PCR para la técnica de microsatélites previamente descrita 

por Meyer y cols. [10]. Las reacciones de amplificación fueron llevadas a cabo en un volumen de 

reacción de 50 µl conteniendo 25 ng de ADN genómico,  10 mM Tris-HCl pH 8.3, 3.0 mM MgCl2, 0.2 

mM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 2.5 mM acetato de magnesio, 30 pmol del 

oligonucleótido core-M13 [5’- GAGGGTGGCGGTTCT-3’ ] (MWG-Ellotech®, U.S.A) y 2.5 U AmpliTaq 

DNA Polymerase® (Applied Biosystems). 

La PCR fue llevada a cabo por 35 ciclos en un termociclador PTC-100® (MJ Research) con 20 s de 

desnaturalización a 94ºC, 1 min de alineamiento a 50ºC y 20s de extensión a 72ºC, seguida de un 

ciclo de extensión final de 6 min a 72ºC [10]. Todas las amplificaciones fueron elaboradas por 

triplicado.  

Los productos amplificados fueron separados por electroforesis  en un gel de agarosa al 1% en TBE 

0.5 X a 72 V por 4 h y teñido con bromuro de etidio (5 μg/ml), visualizándose bajo luz UV en 

transiluminador y fotografiados utilizando el programa GelDoc-1000®  (BioRad). 

Las imágenes digitales de los geles mostraron los patrones de PCR fingerprinting obtenidos, los 

cuales fueron analizados con el software GelCompar I®, versión 4.0 (Applied Maths, Kortrijk, 
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Belgium). La construcción de la matriz de similitud se basó en la asociación de bandas y se calculó 

mediante los coeficientes de Jaccard (1.0% de tolerancia). Para la construcción del dendograma 

fue utilizado el algoritmo UPGMA como método de agrupamiento a partir de la base de datos, 

programa incluído en el software mencionado. 

PCR-Tiempo Real: Sondas FRET (fluorescence resonance energy transfer).- La técnica FRET se 

caracteriza por su especificidad y sensibilidad. Por ser una técnica novedosa, no utilizada hasta este 

momento en Cryptococcus como modelo, fue escogida por su accesibilidad en ejecución [58-60]. 

Para el ensayo de PCR, se escogió una región del gen que codifica a lacassa como secuencia 

blanco, para el ensayo de la PCR. Las sondas FRET fueron diseñadas a partir del alineamiento de 

secuencias múltiples, reportadas para laccasa a partir del GenBank (Cuadro 7).  Se propusieron tres 

sondas, cada una de ellas ajustada a las dos variedades de C. neoformans y una tercera para C. 

gattii ; sin embargo, la única sonda experimentada fue la correspondiente a Cryptococcus 

neoformans var. grubii, genotipos VNI y VNII. 

Los oligonucleótidos para amplificar e identificar la secuencia parcial escogida tuvieron las 

siguientes secuencias: 5'-TTT CAT GGA CGG TGT CCC TGG TAT-3'(en sentido) y 5'-AAT GAG CTT 

CCA GGC GGA ATA GGA-3' (en contrasentido) y la sonda FRET para hibridar: 5'-/56-FAM/TCC TTA 

GGA ACC ACA GGA ATC GGT CA/3BHQ_1/-3'. 

Para probar el diseño de las sondas se obtuvo el ADN de cada una de las ocho cepas de referencia 

(VNI, VNII, VNIII, VNIV, VGI, VGII, VGIII y VGIV), en las cuales se efectuaron los estudios 

rutinarios de morfología colonial, pruebas bioquímicas y serología. Posterior al crecimiento de las 

levaduras en el agar medio definido, durante 28 h a 28°C, el ADN de todos los cultivos fue extraído 

con el reactivo PrepMan® siguiendo las instrucciones del proveedor. 

 

CUADRO 7. ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS PARA EL DISEÑO DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 
Y SONDAS FRET DISCRIMINATORIAS ENTRE LOS TRES AGENTES CAUSANTES DE 
CRIPTOCOCOSIS 
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Los ensayos de la PCR se efectuaron mediante el uso de Taq Man MasterMix (Applied Biosystems) 

el cual consiste de 25 μl de volumen de reacción, Taq Man MasterMix® (dNTP´s, buffer, MgCl2, 

Taq-polimerasa), oligonucleótidos (20 ng), sonda fluorescente (10 ng) y ADN (200 ng) de cada una 

de las ocho cepas de referencia a utilizar. 

La identificación por la amplificación de la PCR en tiempo real fue llevada a cabo en el equipo 

ABI7500 y los parámetros de los ciclos: 95ºC por 10 mins seguido de 40 ciclos: desnaturalización 

90ºC por 15 s, alineamiento 50ºC por 15 s, extensión 72ºC por 1 min, terminando con  72ºC por 10 

mins. 

Los ensayos se repitieron por triplicado y posterior a la amplificación se llevó a cabo el análisis de 

las curvas “mezcladas” obtenidas. La exploración de la especificidad se basó en: 1) la búsqueda de 

las secuencias de los oligos y la sondas en BLAST y 2) la no amplificación en aislados de referencia 

diferentes a C. neoformans var. grubii. 
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RESULTADOS 

Identificación y frecuencia de especies. 

Se recopiló un total de 211 aislados de Cryptococcus spp. La identificación mediante técnicas 

bioquímicas demostró el predominio de C. neoformans (Cuadro 8).  

 

CUADRO 8. FRECUENCIA DE ESPECIES OBTENIDAS A PARTIR DE AISLAMIENTOS CLÍNICOS. 
 

AGENTE ETIOLÓGICO No. DE AISLAMIENTOS (%) 

Cryptococcus neoformans 183 (86.73)

C. gattii 22 (10.42)

C. albidus 2 (0.94)

C. uniguttulatus 1 (0.50)

Cryptococcus spp. 3 (0.42)

Total 211 (100.0)

 

El 76% de los aislados presentó cápsulas con diámetros mayores a 4 μm y la forma macroscópica 

correspondió a colonias de aspecto mucoide, liso, brillante, de crecimiento ilimitado deslizándose 

por el medio (morfología clásica), el resto correspondió a colonias de tipo seco. Los dos tipos de 

colonias, las mucoides y las secas, fueron identificadas tanto en C. neoformans como en C. gattii. 

De los 18 aislados serotipificados, nueve correspondieron al serotipo A, siete al serotipo B, uno al C 

y uno al D, este último referido mediante las pruebas bioquímicas como C. gattii.  

El 92.5% de las cepas se aisló a partir de líquido cefalorraquídeo; las restantes provinieron de 

médula ósea, sangre, ganglio, esputo, lavado broncoalveolar y biopsia de hígado. Se encontró que 

la micosis predomina en el sexo masculino (87.3%) y en personas entre la tercera (33.8%) y cuarta 

(37.5%) décadas de la vida. El SIDA se describió como el principal factor de oportunismo.  

 

Aislamiento a partir de Eucalyptus spp. 

Los hongos aislados fueron tipificados morfológica y bioquímicamente. Se identificó un total de 

4,179 colonias (Cuadro 9), dentro de las cuales sólo siete correspondieron a Cryptococus albidus. A 

diferencia de otros autores, no se obtuvo aislamiento de C. neoformans y C. gattii (Fig. 4). 
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CUADRO 9. FRECUENCIA DE GÉNEROS FÚNGICOS EN 4,179 COLONIAS OBTENIDAS DE 
Eucalyptus spp 

 

Géneros Número de 
Colonias (%) 

 

Géneros Número de 
Colonias (%) 

Scopulariopsis 1 (0.1) Sporobolomyces 191 (4.6) 

Cryptococcus 7 (0.1) Aspergillus 191 (4.6) 

Fusarium 10 (0.2) Alternaria 232 (5.6) 

Monilia 15 (0.4) Penicillium 318 (7.7) 

Micelia sterilia 34 (0.8) Trichosporon 358 (8.6) 

Cladosporium 76 (1.8) Exophiala 394 (9.4) 

Zygosporum 79 (1.9) Epiccocum 407 (9.7) 

Tricladium 110 (2.7) Aureobasidium 407 (9.7) 

Mucorales 120 (2.9) Candida 551 (13.1) 

Rhodotorula 121 (2.9) Saccharomyces 557 (13.3) 

 
 

Sensibilidad a los antifúngicos.  

La respuesta de sensibilidad y resistencia fue similar en todos los aislados de Cryptococcus: fueron 

susceptibles al ketoconazol, itraconazol, fluconazol y anfotericina B (valores de CMI entre 0.03-0.5 

μg/ml); mientras que para la caspofungina todos fueron resistentes (CMI de 6-32 μg/ml). 

 

Huella digital por PCR.  

Los patrones de la amplificación aleatoria con el iniciador ‘core’ M13 de 73 aislados mexicanos (65 

C. neoformans y ocho C. gattii) y 14 extranjeros, fueron comparados con aquellos obtenidos con las 

cepas de referencia. La correlación de los genotipos fue asignada por la posición de las bandas 

principales mostradas en las cepas de referencia utilizadas (Fig. 5) por lo que la presencia de esas 

mismas bandas (mismo patrón) en el ADN de los aislados experimentales determinó la asignación 

del genotipo.  

Los ocho patrones genotípicos, formalmente designados en la literatura de VNI a VNIV y de VGI a 

VGIV fueron identificados en los 73 aislados mexicanos (Figs. 6 y 7).  
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FIGURA 4. Cryptococcus albidus AISLADO DE Eucalyptus spp EN AGAR NIGER. A) COLONIAS DE 

COLOR ROSADO CLARO, BRILLANTES Y MUCOIDES. B) LEVADURAS REDONDAS O 
ALARGADAS CON CÁPSULAS CHICA Y GRANDE. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5. GENOTIPOS DE LAS OCHO CEPAS DE REFERENCIA. LÍNEAS 1 Y 10: MARCADOR DE 
PESO MOLECULAR IV (100 KB), LÍNEA 2: VNI (WM 148 SEROTIPO A), LÍNEA 3: VGIII 
(WM 175 SEROTIPO B), LÍNEA 4: VGII (WM 178 SEROTIPO B), LÍNEA 5: VGI (WM 179 
SEROTIPO B), LÍNEA 6: VNII (WM 626 SEROTIPO A), LÍNEA 7: VNIII (WM 628 
SEROTIPO AD), LÍNEA 8: VNIV (WM 629 SEROTIPO D), LÍNEA 9: VGIV (WM 779 
SEROTIPO C) 
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FIGURA 6. PATRONES DE LOS GENOTIPOS EN AISLADOS MEXICANOS DE Cryptococcus spp. 

LÍNEAS 1 Y 16: MARCADOR DE PESO MOLECULAR (100 PB), LÍNEAS 2 Y 15: 
CONTROL NEGATIVO, LÍNEA 3: VNI, LÍNEA 4: VNI, LÍNEA 5: VNI, LÍNEA 6: VNII, 
LINEA 7: VNI, LINEA 8: VGII, LINEA 9: VGII, LINEA 10: VNI, LINEA 11: VGIII, LINEA 
12: VNI, LINEA 13: VGII Y LINEA 14: VGIV. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 7. PATRONES DE LOS GENOTIPOS EN AISLADOS MEXICANOS DE Cryptococcus spp. 

LÍNEAS 1 Y 18: MARCADOR DE PESO MOLECULAR (100 PB), LÍNEA 2: VNIII, LÍNEA 3: 
VGI, LINEA 4: VNI, LINEA 5: VNI, LINEA 6: VNI, LINEA 7: VNII, LINEA 8: VNI, LINEA 
9: VGII, LINEA 10: VGI, LINEA 11: VGII, LINEA 12: VGIII, LINEA 13: VNI, LINEA 14: 
VNI, LINEA 15: VNI, LINEA 16: VNII Y LINEA 17: VNI 
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El cuadro 10, muestra la distribución de los grupos genotípicos encontrados en las cepas mexicanas 

y extranjeras analizadas. 

 

CUADRO 10. FRECUENCIA DE LOS GRUPOS GENOTÍPICOS IDENTIFICADOS EN LOS AISLADOS 
ESTUDIADOS. 

 

 

VN
I 

 

VN
II

 

VN
II

I 

VN
IV

 

VG
I 

VG
II

 

VG
II

I 

VG
IV

 

TO
TA

L 

México 56 5 3 1 2 2 2 2 73 

España 4 1 5 

Colombia 2   1 1 4 

EUA   1 1 

Australia   2 2   4 

TOTAL 62 6 3 2 2 5 3 4 87 

 

Entre los ocho pacientes infectados con C. gattii, coincidentemente los aislados se distribuyeron de 

manera equitativa entre los cuatro genotipos: dos VGI, dos VGII, dos VGIII y dos VGIV.  Seis de 

estos pacientes fueron considerados inmunocompetentes, dos refirieron enfermedades de base 

(uno, VGII, con insuficiencia hepática y otro, VGIV, con adenoma de la hipófisis), 

consecuentemente no se muestra asociación específica entre el genotipo y la condición clínica del 

paciente. Ninguno de esos pacientes se asoció a SIDA (cuadro 11). 

A excepción de un caso, las técnicas de CGB y asimilación de la D-prolina, utilizadas para la 

diferenciación entre especies, correlacionaron con los genotipos generales: VN ó VG, y de los 18 

aislados serotipificados el genotipo correlacionó positivamente con el serotipo referido para cada 

uno de ellos. 

Los siete aislados identificados como serotipo B se distribuyeron entre los cuatro genotipos VG y el 

aislado serotipo C correspondió a VGIV (cuadro 11).  

De los aislados mexicanos, la técnica permitió distinguir entre los serotipos A, D y AD de C. 

neoformans; sin embargo, y aún cuando ha sido referido que el genotipo VGIV corresponde al 

serotipo C [11], en nuestro caso en ese genotipo también estuvo integrado una cepa serotipo B, es 

decir, la técnica no permitió discriminar entre los serotipos B y C de C. gattii (cuadro 11).  

Para los 14 aislados extranjeros incluidos en el análisis se encontró la siguiente distribución: VNI y 

VNII para los españoles,  VNI, VGII y VGIII para los pertenecientes a Colombia, VGII y VGIV para 

los australianos y VNIV para el de EUA (cuadro 11).  
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La distribución de los grupos de genotipos en el dendograma muestra que no hay discriminación 

por área geográfica (Fig. 8) 

Al comparar los resultados de este trabajo con lo reportado por Meyer y cols. [10], observamos que 

las distribuciones para los genotipos VN tienen la misma jerarquía; sin embargo, las diferencias son 

evidentes en el grupo VG y se encuentran sobretodo en las frecuencias estimadas para el genotipo 

VGIII. Las diferencias observadas podrían explicarse tomando en cuenta el hospital o tipo de 

servicio a partir de donde fueron obtenidos cada uno de los aislados. En nuestro caso conocemos 

cual es el hospital de procedencia, pero desconocemos el servicio al que pertenecían. Otro hallazgo 

contrastante en nuestro estudio es la notificación de un mayor número de genotipos que lo 

reportado previamente (cuadro 12).  

 

Identificación mediante sondas FRET. 

Las dos cepas de referencia C. neoformans var. grubii (serotipo A, genotipos VNI y VNII) fueron 

correctamente identificadas con la sonda FRET diseñada; sin embargo, la identificación de las seis 

cepas de referencia restantes falló en un 50%. En total, en cinco de las ocho cepas de referencia 

analizadas, los resultados fueron los esperados (Cuadro 13).  

Las sondas FRET aplicadas no mostraron una buena correlación con la técnica de PCR tradicional 

(PCR-“huella digital”), por lo que será necesario corregir el diseño del ensayo.  
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CUADRO 11. RESUMEN DE LA ASOCIACIÓN DE LOS GENOTIPOS IDENTIFICADOS CON LAS VARIABLES ANALIZADAS. 
 

G
en

ot
ip

o 
(N

o.
 d

e 
ai

sl
ad

os
 

an
al

iz
ad

os
) 

Se
xo

 

Ed
ad

 

R
es

id
en

ci
a 

Es
pé

ci
m

en
 

En
f.
 B

as
e 

M
or

fo
lo

gí
a 

Pr
ue

ba
s 

bi
oq

ui
m

ic
as

 

Se
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VNI (56) 

Indistinto. 
Masculino 

y 
femenino. 

Indistinta. 
Desde la 2ª. 
hasta la 8ª. 
década de la 

vida, 
teniendo las 

mayores 
frecuencias 

entre la 3ª. y 
4ª. década. 

Indistinta. 
Asociados 

diferentes estados 
de la república 

mexicana, todos 
ellos con distintas 

condiciones 
climáticas. La 

mayor frecuencia 
fue encontrada 
entre el Distrito 

Federal y el estado 
de México. 

Indistinto. LCR, 
sangre y médula 

ósea. 

Alta afinidad con 
pacientes con 

SIDA, solo en dos 
cepas la 

enfermedad de 
base fue otra y en 
ningún caso hubo 

asociación a 
pacientes 

inmunocompetent
es. 

Indistinta. 
Clásica y 
atípica, 

predominand
o la clásica. 

Identificaci
ón como 
grupo 
grubii / 

neoformans
. 

Correlación 
positiva con 

los siete 
aislados 

identificados 
como 

serotipo A. 

VNII (5) 

Todos 
sexo 

masculino
. 

Distribución 
en la 3ª. y 
5ª. década 
de la vida 

Áreas de clima no 
tropical, 

predominando DF. 
 

Todas de LCR. 

Predominantemen
te asociado a 
pacientes con 

SIDA. No 
asociación con 

pacientes 
inmunocompetentes 

Indistinta 

Identificaci
ón como 
grupo 
grubii / 

neoformans 

Correlación 
positiva con 

los dos 
aislados 

identificados 
como 

serotipo A. 

VNIII (3) Indistinto 

Distribución 
en la 3ª. y 
4ª. década 
de la vida. 

Áreas de clima no 
tropical. 

Indistinto entre 
LCR y sangre SIDA Clásica 

Identificaci
ón como 
grupo 
grubii / 

neoformans 

Ningún 
aislado pudo 

ser 
confirmado 
serológicam

ente 
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Se
ro

tip
o 

VNIV (1) Masculino 
Ubicado en 
4ª. década 

de vida. 
Dato desconocido. LCR SIDA Clásica. 

Identificaci
ón como C. 

gattii 
Serotipo D. 

VGI (2) Indistinto 

Presente en 
la 2ª. Y 5ª. 
década de 

vida. 

Áreas de clima 
tropical LCR Ninguno Indistinta 

Identificaci
ón como C. 

gattii 

Correlación 
positiva con 

la 
identificació

n como 
serotipo B. 

VGII (2) Indistinto 
Presente en 
la 2ª. década 

de vida. 

Indistinto, áreas de 
clima templado y 

tropical. 
LCR. Ninguno. Clásica 

Identificaci
ón como C. 

gattii 

Correlación 
positiva con 
la identificación 
como serotipo 

B. 

VGIII (2) Femenino 
 

Presente en 
la 1ª. y 4ª 
décadas de 

vida. 

Áreas de clima no 
tropical. LCR. Inmunocompetent

es Atípica 
Identificaci
ón como C. 

gattii 

Correlación 
positiva con 

la 
identificació

n como 
serotipo B. 

VGIV (2) Masculino 

Presente en 
la 4ª. y 5ª 
décadas de 

vida. 

Zonas de climas no 
tropicales LCR. 

Adenoma en la 
hipófisis y otro 

con insuficiencia 
hepática. 

Atípica 
Identificaci
ón como C. 

gattii 

Serológicament
e los aislados 

correspondieron 
a los serotipos B 

y C. Buena 
correlación con 
el genotipo. 
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FIGURA 8. DISTRIBUCIÓN DE LOS GENOTIPOS CORRESPONDIENTES A LOS AISLADOS 

ANALIZADOS (73 MEXICANOS, CINCO ESPAÑOLES, CUATRO COLOMBIANOS, 
CUATRO AUSTRALIANOS Y UNO DE EUA). MARCADAS EN AMARILLO, POSICIÓN DE 
LAS OCHO CEPAS DE REFERENCIA 
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CUADRO 12. COMPARACION DE LOS GENOTIPOS DE CEPAS DE Cryptococcus spp 
MEXICANAS, EN DOS ESTUDIOS DIFERENTES. 

 
GENOTIPO Meyer y cols., 2003 Este trabajo  

VNI 25 56

VNII 1 5

VNIII 1 3

VNIV 0 1

VGI 3 2

VGII 0 2

VGIII 13 2

VGIV 3 2

Total de cepas estudiadas 46 73

 

 
 
 
 
 
 
 
 
CUADRO 13.  RESULTADOS DE LA IDENTIFICACIÓN DE Cryptococcus spp., MEDIANTE LA 

SONDA FRET DISEÑADA PARA C. neoformans var. grubii. 
 

CEPA 

AGAR 
NIGER 

Y 
UREA 

AGAR CGB  Y D-
PROLINA SEROTIPO GENOTIPO

AMPLIFICACIÓN 
POR SONDA 

FRET  
RESULTADO

WM148 + grubii/neoformans A VNI positiva correcto 

WM175 + gattii B VGIII negativa correcto 

WM178 + gattii B VGII negativa correcto 

WM179 + gattii B VGI positiva incorrecto 

WM626 + grubii/neoformans A VNII positiva correcto 

WM628 + grubii/neoformans D VNIII positiva incorecto 

WM629 + grubii/neoformans AD VNIV positiva correcto 

WM779 + gattii C VGIV positiva incorrecto 
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DISCUSIÓN 

El estudio de frecuencia de Cryptococcus spp en aislados clínicos reportó la presencia de C. 

albidus y C. uniguttulatus. La incidencia de estos hongos revela el evidente deterioro del sistema 

inmune del paciente, ya que esas especies son consideradas  inocuas para el hombre y otros 

animales. Por supuesto con las técnicas a nuestro alcance, aún resta por confirmar por métodos 

genotípicos la identidad de esos aislados  

Con los resultados obtenidos hemos observado que en México, al igual que en otros países, la 

meningoencefalitis es la forma clínica más común con la que se presenta la criptococosis; sin 

embargo, los datos registrados de la enfermedad y de los agentes etiológicos en los hospitales o 

centros de salud en México son muy escasos, característica que es compartida con la mayor 

parte de países latinoamericanos [61]. 

En el estudio de  aislamiento a partir de árboles de eucalipto fue evidente el dominio de las 

levaduras (Candida 13.1 % y Trichosporon 8.6 %) sobre los hongos filamentosos (Penicillium 7.7 

%, Alternaria 5.6 %, Aspergillus 4.6 %); sin embargo C. albidus, a diferencia de otros estudios, 

fue hallado en una frecuencia muy baja lo que sugiere que el crecimiento de esta especie de 

levadura se ve inhibido por el desarrollo de otros hongos que compiten por el mismo substrato 

[46]. En ninguno de los árboles analizados se aisló C. neoformans o C. gattii, posiblemente 

porque el campus Ciudad Universitaria, a pesar de contar con reservas ecológicas, es una zona 

altamente perturbada debido a las modificaciones urbanas del lugar. Habrá que continuar con la 

búsqueda de la fuente ambiental natural de C. gattii debido a que el reporte de casos de 

criptococosis causados por esta especie aún continúa en nuestra ciudad.  

Varios de los géneros fúngicos identificados en los materiales vegetales de eucalipto son 

considerados como causantes de alergia en el humano, especialmente Cryptococcus albidus que 

ha sido reportado como causante de la neumonitis alérgica del verano. Debido al tipo de 

micobiota aislada, se ha visto que el papel de los eucaliptos es, que actúan más como una fuente 

importante de alérgenos, que como reservorios de C. gattii o C. neoformans [62]. 

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad de 87 aislados  (73 mexicanos y 14 extranjeros) 

a los cinco antifúngicos probados son consistentes con lo referido previamente: no mostraron 

discrepancia comparados con estudios similares llevados a cabo aun con otro tipo de aislados 

[12-13, 57]. La importancia de este análisis radica en que es pionero en México adaptándose las 

condiciones del método para Cryptococcus spp. Las modificaciones propuestas podrían ser 

consideradas para estandarizar las CMI en las levaduras no fermentadoras del género 

Cryptococcus, contribuyendo así a la elaboración de una versión más avanzada del documento 

M27-A2 [54].  
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La técnica desarrollada de huella digital-PCR mostró que en México la distribución de los 

genotipos sólo se encuentra relacionada con las especies, variedades de especie de la levadura, 

serotipo de la levadura y presencia o ausencia de SIDA en el paciente. Datos como sexo, edad y 

origen del paciente, sitio corporal de donde fue aislada la levadura, así como las formas y 

susceptibilidad antifúngica son parámetros que no mostraron asociación con la frecuencia y la 

distribución de los genotipos.  

En el presente estudio se muestra que la mayor parte de los casos de criptococosis en nuestro 

país se da en pacientes con SIDA, los cuales están más predispuestos a la infección por cepas 

con genotipos VNI y VNII (C. neoformans var. grubii). Estos resultados que coinciden con los 

registrados en otros lugares del mundo [63]. 

Hubo reciprocidad entre los resultados de las pruebas bioquímicas, el análisis serológico y los 

patrones genotípicos. Estos datos nos indican que, de manera general, el nivel de confiabilidad es 

alto en las pruebas rutinarias para identificar a los aislados de Cryptococcus, por lo que en el 

caso de no tener al alcance la infraestructura que permita el análisis a nivel molecular sería 

necesario promover en los laboratorios el uso de las técnicas de biotipificación tradicionales.  

El hallazgo de una cepa genotipo VNIV con serotipo D pero bioquímicamente identificada como C. 

gattii, demuestra que en México tenemos aislados de C. neoformans resistentes a la canavanina 

y capaces de asimilar D-prolina, tal y como ha sido documentado en otros lugares [35-37]. Este 

dato confiere una categoría epidemiológica especial debido a la existencia altamente probable de 

un representante híbrido inter-especie. Será necesario implementar otras técnicas de tipificación 

molecular y quizá el uso de la citometría de flujo para corroborar esta hipótesis. 

Debido a que no en todas las cepas mexicanas y extranjeras pudo obtenerse el dato preciso de 

origen geográfico del paciente o sus actividades migratorias, no podemos conocer si los 

genotipos encontrados vienen de regiones cercanas con condiciones ambientales similares, y de 

esta manera explicar la presencia de genotipos en México que no habían sido descritos 

anteriormente. El Distrito Federal y el Estado de México son regiones que, según la clasificación 

de Strahler, son consideradas zonas de clima templado, semifrio, semiseco y cálido (coincide con 

la clasificación de Köpper con BWh y Bhs), ambas zonas con 13ºC como promedio anual de 

temperatura [64]. El hallazgo de C. gattii en este tipo de áreas confirma que su distribución no 

está limitada sólo a climas tropicales como tradicionalmente se había considerado. De manera 

general encontramos que en México la distribución de los genotipos VN y VG obtenidas no 

depende directamente del lugar geográfico. 

Todos los genotipos formalmente descritos en la literatura fueron encontrados en los aislados 

mexicanos analizados. Epidemiológicamente el hecho es relevante pues ahora conocemos que la 

distribución mundial de los genotipos tiene una extensión territorial mucho más amplia de lo que 

se había pensado. El genotipo VNIV (serotipo D) prácticamente se había considerado como 
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“endémico” de países europeos, pero los análisis moleculares han demostrado la presencia de 

este genotipo en Australia, Nueva Zelanda, Colombia y Chile, por lo que ahora no resulta 

extraordinario encontrarlo en nuestro país. 

Otro hallazgo interesante es la observación del genotipo VGII, reportado previamente en Malasia, 

Canadá, Brasil y Colombia. Brasil, Colombia y ahora México, son los únicos lugares en 

Latinoamérica en donde la criptococosis está representada con trabajos de epidemiología 

molecular, que han permitido conocer la amplia variabilidad genética que tienen las respectivas 

cepas de Cryptococcus. Evolutivamente este resultado cobra importancia ya que C. gattii 

genotipo VGII es una levadura con una distribución mundial limitada, por lo que será interesante 

conocer los posteriores análisis filogenéticos que esclarezcan el parentesco que existe entre las 

cepas mexicanas y las de otros países. 

La posición geográfica de México favorece la presencia de gran diversidad ecológica que a su vez 

permite el establecimiento de múltiples tipos de hábitats (desierto, bosque, selva, etc.). Con tales 

características ambientales, no es raro que todos los genotipos que han sido descritos para 

diferentes zonas en el mundo se identifiquen en nuestro país. Queda por investigar la frecuencia 

de genotipos en aislados provenientes del ambiente y correlacionarla con la información que se 

obtenga a partir de especímenes patológicos. 

El genotipo obtenido de los aislados extranjeros analizados nos permitió observar que la variación 

genética respecto a lo hallado en México tiene una distribución global homogénea, lo cual 

evidencia la clonalidad que existe entre los aislados pertenecientes a C. neoformans var. grubii, a 

diferencia de lo mostrado por los genotipos de C. gattii. 

La técnica FRET fue escogida por su accesibilidad en ejecución pero, desafortunadamente en 

nuestro caso, con la información génica que teníamos a la mano, el método no alcanzó la 

especificidad deseada. En nuestro análisis los resultados comparativos entre pruebas bioquímicas, 

serotipos y genotipos vs. sondas FRET sólo mostraron una correlación positiva en el 56% del 

muestreo. Es necesario corregir el diseño del ensayo mediante alguna de las siguientes 

propuestas: 1) Revisar y re-evaluar las secuencias escogidas para la elaboración de las sondas; 

2) Revisar la proporción y el tipo de fluoróforo usado y 3) Estandarizar nuevamente los 

gradientes de temperatura y las mezclas de reactivos para la amplificación. Con los resultados 

obtenidos consideramos que el desarrollo de la técnica, con las modificaciones pertinentes del 

diseño de las sondas, tiene altas probabilidades de resultar innovadora y útil en la identificación 

rápida y sencilla de las especies de Cryptococcus. 
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CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido concluir que: 

 

 La investigación efectuada arrojó que año con año se siguen diagnosticando casos de 

criptococosis en México, por lo que se ha demostrado que es una infección prevalente en 

nuestro país y no es esporádica como tradicionalmente se ha considerado. 

 

 Se comprobó que en México, los árboles del género Eucalyptus spp, no fungen como 

huéspedes o reservorios naturales de la levadura Cryptococcus gattii. 

 
 Los antimicóticos empleados demostraron que la tasa de resistencia de Cryptococcus spp 

ante ellos es baja, por lo que afortunadamente el diseño de un programa de resistencia 

antifúngica para el tratamiento de la criptococosis, aún no es necesario en nuestro 

medio. 

 
 En México se presentan los ocho genotipos reportados para el complejo C. neoformans / 

C. gattii   (VNI, VNII, VNIII, VNIV, VGI, VGII, VGIII y VGIV)  lo que nos coloca como un 

país epidemiológicamente importante en cuanto a la frecuencia y distribución de los 

agentes etiológicos de esta grave infección, en personas con sistemas inmunológicos 

debilitados. 

 

 Al igual que en el resto del mundo, en México Cryptococcus neoformans var. grubii 

(genotipos VNI y VNII) es el principal agente etiológico de la criptococosis. 

 

 Desafortunadamente la complejidad del genoma del complejo C. neoformans / C. gattii, 

no pudo ser discriminada mediante las sondas FRET propuestas, por lo que será 

necesario evaluar otros métodos específicos de identificación molecular. 
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PERSPECTIVAS A FUTURO 

 

 Se ha dado a conocer un panorama general de la frecuencia y la distribución de la 

criptococosis en México, así como la de los feno y genotipos de C. neoformans y C. gattii, 

datos que sirven de plataforma para continuar con la búsqueda y descripción de los 

hábitats de las especies de Cryptococcus y por consiguiente las fuentes de infección 

potenciales de esta levadura. 

 

 Se generaron ocho patrones de ‘huella digital’ por PCR bajo condiciones estandarizadas 

en cepas mexicanas de C. neoformans y C. gattii. Debido a que cada patrón corresponde 

a un genotipo, podrán ser usados como referencia y controles internos en estudios 

futuros de aislados criptococales, en técnicas de tipo molecular. 

 

 Debido a que la morbilidad y mortalidad por criptococosis permanecen altas, un desafío 

crítico es transladar nuestro avance en el conocimiento biológico de este organismo 

(progresos en genómica, proteómica y metabolómica) para obtener mejoramientos reales 

de terapia antifúngica y quizá vacunas preventivas, objetivos principales del grupo 

consenso MLST en el cual México puede comenzar su participación gracias al desarrollo 

de los estudios de genotipificación alcanzados al momento. 
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