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RESUMEN 

 
La criptococosis es una micosis patógena, oportunista, causada por las especies 

C.neoformans/ C. gattii, convirtiéndose en problemática de salud pública mundial 

debido a los efectos originados como lesiones cutáneas, sistémicas y 

especialmente lesiones en el sistema nervioso central en pacientes 

inmunosuprimidos e inmunocompetentes representando un riesgo para su salud.  

 

El objetivo principal del presente estudio fue establecer la presencia de 

C.neoformans/C. gattii en especies vegetales arbóreas en el perímetro urbano de 

seis cabeceras municipales del departamento del Cauca. Se recolectó un total de 

1214 muestras vegetales de varias especies de árboles provenientes de Bordo, 

Cajibio, Coconuco, Tímbio, Santander de Quilichao y Silvia; en los meses de Julio, 

Agosto, Noviembre de 2013 y Enero-Abril del 2014, 17 muestras fueron positivas 

para C.neoformans recuperado únicamente en Bordo y Coconuco, en especies 

como Eucalyptus grandis, Terminalia catappa y Pinus sp.  

 

Los aislamientos recuperados se caracterizaron por fenoloxidasa, ureasa, CGB; el 

patrón molecular se determinó por RFLP del gen URA5 y PCR huella digital 

usando el iniciador (GTG)5, identificando la var.grubii, serotipo A (VNI).  

 

Las condiciones ambientales como la humedad relativa y temperatura son 

influyentes en el crecimiento y desarrollo del hongo, pero especialmente en los 

meses que presentan altas lluvias en donde se logró recuperar la levadura en 

mayor proporción con respecto a la época.  
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INTRODUCCIÓN 

 
 

Actualmente el género Cryptococcus constituye alrededor de 38 especies (Rosario 

et al., 2008), de las cuales C.neoformans/ C.gattii se asocian con mayor frecuencia 

a infecciones humanas siendo agentes causales de morbilidad y mortalidad en 

pacientes con VIH/SIDA e inmunosuprimidos (Illnait Zaragozí, 2012). La infección 

es adquirida por inhalación de propágulos infectantes encontrados en el medio 

ambiente y cuyo tamaño promedio oscila en 2 μm alcanzando los alveolos 

pulmonares para diseminarse por vía hematógena, especialmente al sistema 

nervioso central (Tello et al., 2013).  

 

Las especies C.neoformans/ C. gattii según sus características morfológicas, 

bioquímicas y genéticas  se clasifican como  C.neoformans var.grubii  serotipo A, 

C. neoformans var. neoformans  serotipo D, el hibrido con serotipo AD y C.gattii 

serotipos B y C (Kwon-Chung et al., 1978), aunque hoy en día se presentan 

distintos híbridos interespecies como  AB (Bovers et al., 2008) y BD (Bovers et al., 

2006). 

 

La var. grubii se distribuye a nivel mundial, es decir cosmopolita con predilección a 

suelos contaminados por excretas de aves pero también asociada a distintas 

especies de árboles, asi mismo esta variedad y la de neoformans se encuentran 

particularmente en excrementos de paloma urbana (Columbia livia); por el 

contrario C.gattii se halla en detritos de árboles, inicialmente estaba restringida a 

regiones tropicales y subtropicales, sin embargo aislamientos encontrados en la 

Isla de Vancouver (Canadá) demostró la habilidad para establecerse en regiones 

templadas (Kidd et al., 2004).   
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El conocimiento de la ecología de las especies C.neoformans/ C.gattii, así como la 

genética, la epidemiología, y patogenia de la micosis causada por este hongo, 

seguirá siendo un reto y un elemento esencial para el proceso de estrategias en  

manejo y prevención de la infección en los individuos inmunocomprometidos e 

inmunocompetentes. Por ello se están aplicando diversos métodos de tipificación 

molecular con los cuales se han obtenido resultados convergentes (Illnait 

Zaragozí, 2012).  

 

Actualmente, las técnicas moléculares más utilizadas son la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR, siglas en inglés) específica para la determinar los 

serotipos y tipos de apareamiento, el análisis del polimorfismo de la longitud de 

fragmentos amplificados (AFLP, siglas en inglés), PCR- huella digital, la 

amplificación al azar mediante reacción en cadena de la polimerasa de ADN 

polimórfico (RAPD-PCR, siglas en inglés) y el análisis del polimorfismo de la 

longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) (Meyer et al., 2003). 

 

Debido a los escasos estudios sobre la eco-epidemiología de la criptococcosis, 

además del riesgo que puede causar en la salud de los pacientes 

inmunosuprimidos e inmunocompetentes, se realizó un estudio en la búsqueda de 

C. neoformans/ C.gattii en árboles encontrados en el perímetro urbano de las 

cabeceras municipales de Bordo, Cajíbio, Coconuco, Santander de Quilíchao, 

Silvia y Tímbio. 
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1. JUSTIFICACIÓN  

 

La exposición a basidiosporas de las especies C.neoformans/ C.gattii en el 

ambiente, su capacidad para crecer y mantenerse a temperatura corporal (36-

37°C) (Quintero et al., 2005) como la del ser humano y mamíferos, ocasiona una 

micosis patógena, oportunista llamada criptococosis afectando principalmente a 

pacientes inmunocompetentes e inmunosuprimidos, representando un riesgo para 

su salud, inclusive provocar la muerte (Cabral Passoni, 1999). 

 

En el departamento del Cauca, el laboratorio de micología de la Facultad Ciencias 

de la Salud de la Universidad del Cauca en el año 2007 reportó un caso positivo 

de C.gattii para la cabecera municipal de Bordo, posteriormente el reporte del 

laboratorio de la secretaria departamental de salud del Cauca para el 2013 dio a 

conocer un caso clínico de criptococosis de un paciente que provenía del 

municipio de Cajíbio, clasificado como C.neoformans var.grubii (Comunicación 

personal con Fabiola González y María Eliza Vernaza).  

 

Es importante la búsqueda ambiental del hongo en el departamento del Cauca no 

solo por los casos clínicos de criptococosis que se han reportado sino también por 

el desconocimiento de su estado actual en el ambiente. Por otra parte, éste es el 

primer estudio ambiental de C.neoformans/C.gattii, en el cual se tuvieron los 

factores ambientales como la humedad relativa y temperatura de los sitios 

estudiados, contribuyendo asi en el campo de la investigación.  

   

Este estudio hace parte de un macroproyecto nacional llamado  “Predicción de las 

posibles áreas endémicas para C. neoformans /C.gattii en Colombia: modelo 

ecológico de áreas en riesgo” financiado por el Instituto Colombiano para el 

Desarrollo de la Ciencia y Tecnología “Francisco José de caldas” (Colciencias) y 

ejecutado por el Grupo de Microbiología del Instituto Nacional de Salud. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1.  EN EL MUNDO 

 

El primer aislamiento de C.neoformans fue reportado por Sanfelice en 1894, quien 

lo  aisló de un jugo de melocotón fermentado y lo clasificó como Saccharomyces 

neoformans al mismo tiempo reveló que causaba lesiones cerebrales inoculando 

la levadura en animales experimentales (Sanfelice, 1894). Para el mismo año, dos 

científicos alemanes, el patólogo Busse (1894) y el dermatólogo Buschke (1895) 

observarón y aislarón la hongo de una lesión sarcomatosa de un paciente con 

enfermedad diseminada, el hongo fue llamado Saccharomyces hominis.  

 

En 1901 Jean Paul Vuillemin examinó la levadura y observó que este no 

presentaba características específicas del genero Saccharomyces, clasificando el 

hongo dentro del género Cryptococcus. En 1935 Rhoda Benham describió los 

serotipos, morfología y taxonomía de varias cepas de levadura, concluyendo que 

los aislamientos del hongo encontrados en humanos pertenecieron a una misma 

especie y planteó conservar el nombre C. neoformans propuesto por Vuillemin 

(Benham, 1935).  

 

En 1950 Evans logró hallar diferencias antigénicas del mucopolisacárido capsular 

lo cual permitió identificar los serotipos en A, B y C (Evans, 1950). Años más tarde 

se identificó el serotipo D por Wilson, Bennett y Bailey (Baró, 2002). En 1951 

Emmons, por primera vez aisló  C.neoformans del medio ambiente a partir de 

tierra, de excremento de palomas y nidos (Emmons, 1951).  

 

Para el año de 1970 el médico F. Gattii consiguió aislar la levadura del líquido 

cefalorraquídeo de un niño de 7 años que padecía diplopía (visión doble de un 
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mismo objeto), papiledema y una considerable reducción de la agudeza visual 

detectándole meningitis (Gattii, 1970), Vanbreuseghem propuso el nombre de 

C.gattii puesto que la levadura tenía diferentes caracteres de C.neoformans, 

siendo aceptada a partir del 2002 (Alvarado, 2008; Baró, 2002).  

 

Kwon-Chung en 1975 contribuyó de manera significativa a la clasificación actual 

de C.neoformans, al describir la reproducción sexual cruzando cepas compatibles 

a y α produciendo basidiomicetos teleomorfos clasificándolos en Filobasidiella 

neoformans y Filobasidiella  bacillispora (Kwon-Chung, 1975) 

 

Los estudios ecológicos de Cryptococcus iniciaron con la investigación de 

Emmons y posteriormente en 1989 con Ellis y Pfeiffer, quienes lograron aislar e 

identificar C.gattii en especies arbóreas como Eucalyptus camaldulensis y  

Eucalyptus tereticornis en Australia (Ellis and Pfeiffer, 1990).  

 

El brote de criptococosis atribuido a la especie C. gattii en clima templado de la 

Isla de Vancouver, BC, Canadá, y una investigación realizada entre octubre de 

2001 y junio de 2002, se recolectaron 732 muestras ambientales de 347 árboles 

distintos, como eucaliptos (Eucalyptus spp.), madroño (Arbutus menziesii), aliso 

(Alinus spp.), Cedro (Cedrus spp.), abeto de Douglas (Pseudotsuga spp.), y otros; 

las muestras ambientales se analizaron por PCR-huella digital y análisis de AFLP. 

La mayoría de las muestras pertenecieron al tipo molecular VGII / AFLP6. Se 

observaron dos o tres subtipos dentro de VGII (VGIIa-VGIIb)/ FLP6 tanto en 

aislamientos clínicos como del medio ambiente. Todos los aislamientos eran tipo 

de apareamiento α. La incidencia de infección de los habitantes de la isla en los 

años de 1999-2003 fue de 8,5 y 37 casos por millón de habitantes por año. Esta 

incidencia es significativamente mayor que la infección de C. gattii típicamente 

observada en Australia (0,94 casos por millón de habitantes por año). La aparición 

de este patógeno en la isla de Vancouver destaca la distribución cambiante de 
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este genotipo, por ello la importancia de un esfuerzo de colaboración permanente 

en la vigilancia de la epidemiología global de esta levadura (Kidd, 2004).  

 

Posteriormente un muestreo ambiental realizado entre octubre de 2001 y 

diciembre de 2005 en la parte continental de la Columbia Británica, las Islas del 

Golfo, y Washington mostró que 60 (3%) de 2.033 muestras ambientales (aire, 

agua, suelo, hisopos de árboles y otras estructuras) fueron positivos para C. gattii 

serotipo B (58 VGIIa, 2 VGI) (Datta et al., 2009). 

 

(Nawange et al., 2006) Realizó un estudio en la ciudad de Jabalpur (India Central) 

en el cual reportó C.gattii (serotipo B) y C.neoformans var.grubii (serotipo A) en 

detritos de especies como Tamarindus indica, Mangifera indica y Syzygium cumini 

encontrados en oquedades de dichos árboles, nunca co-produjeron las dos 

especies en un mismo nicho. 

 

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

agente y la enfermedad que produce, dieron lugar a su clasificación actual pero 

que aún se considera una especie compleja. 

 

2.2.  LATINOAMERICA 

 

En la República de Panamá un estudio realizado por Rivas et al,  recolectaron 25 

muestras de suelo de las cuales aislaron 2 cepas pertenecientes a la variedad 

neoformans. Inicialmente no presentaban cápsula, pero al inocularlas 

intracerebralmente en ratones suizos recién nacidos, la desarrollaron. Esto tiene 

implicaciones para el hombre y otros animales, porque las cepas sin cápsula 

provenientes de la naturaleza pueden desarrollarlas una vez establecidas en el 

hospedero (Rivas et al., 1999). 
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En el Estado Brasileño, Rio Grande, recuperaron C. neoformans var.grubii y 

var.neoformans en excretas de paloma y C.gattii en Eucalyptus spp  identificado 

como VGIII (Casali et al., 2003).  

 

Las muestras de fuentes ambientales en Brasil específicamente en las oquedades 

de árboles ubicados a lo largo de un sendero en la selva amazónica como Cassia, 

Ficus, Moquillea y en detritos de Eucalyptus camaldulensis pertenecieron a los 

serotipos A y B, lo que demuestra su ocurrencia en ambientes silvestres 

(Nishikawa et al., 2003). 

 

En la Ciudad de Buenos Aires (Argentina) se recolectaron 489 muestras de las 

oquedades o fisuras de los árboles en siete parques diferentes, recuperando 8 

muestras de Tipuana tipu, Eucalyptus spp., Phoenix sp., pertenecientes C. 

neoformans, serotipo A y genotipo VNI. De la especie C. gattii se recuperaron 18 

aislamientos de Tipuana tipu, Eucalyptus sp., Acacia visco, Cupressus 

sempervirens y Ulmus campestrus, los aislamientos fueron serotipo B y genotipo 

VGI (Refojo et al, 2009). 

 

Asi mismo se han tenido reportes de C.neoformans y/o C.gattii en países como 

México (Olivares et al., 2009), Perú (Canelo et al., 1999), Venezuela y Chile (Calvo 

et al., 2001). 

 

2.3 . COLOMBIA 

 

En Santafé de Bogotá se realizó un estudio de asociación del genero Criptococcus 

con especies de Eucalyptus, las muestras se recolectaron en agosto y noviembre 

de 1992, la temperatura y humedad promedio de recolección fue de 16.42°C y 
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62.5% respectivamente, se recuperó dos aislamientos de la var.neoformans a 

partir de detritos, estos datos iniciales fueron importantes como primera evaluación 

del hallazgo de Criptococcus en Colombia (Duarte et al., 1994).  

 

Entre los años de 1996- 1997 en la ciudad de Cúcuta (Norte de Santander) un 

estudio determinó la presencia de C.gattii (serotipo C) a partir de dos árboles de 

almendro (Terminalia catappa), primer reporte para Colombia de esta especie 

(Callejas et al., 1998). Siguiendo la misma línea de trabajo (Castañeda et al., 

2001) realizó un estudio sobre la persistencia del hongo en los dos almendros 

previamente reportados en diferentes épocas del año, recolectaron muestras de 

detritos, hojas y semillas entre mayo de 1997 hasta julio de 1998, adicionalmente 

se registró las variables ambientales. C.gattii (serotipo C) se aisló de 31 muestras 

positivas (19.3%) de las 160 muestras colectadas hallándose únicamente en 

detritos. El promedio de temperatura durante los 26 meses de estudio fue entre 

27.8 y 28.8°C, y el porcentaje de humedad relativa entre 66 y 72% sin que se 

presentaran cambios importantes en estos dos parámetros, la precipitación anual 

vario de  595 mm en 1997, 811.2 mm en 1998 y 1341.1 en 1999. 

 

En Bogotá se realizó una investigación durante un periodo de 5 meses entre enero 

y mayo del 2003, recolectando un total de 480 muestras de árboles del Jardín 

Botánico, Parque Metropolitano y campus de la Universidad Nacional, de las 

cuales se aislaron 98 cepas; 97 (99%) correspondieron a C.gattii, serotipo B 

halladas en corteza y suelo, en su mayoría se aislaron en temporada de lluvia 

(Abril y Mayo) presentando una humedad relativa de 85% y temperatura promedio 

de 14°C, el 1% fue C.neoformans, serotipo A, encontrado en corteza en 

temporada seca (enero) y con humedad relativa de 67%; todas las levaduras se 

aislaron a partir de Eucalyptus camaldulensis (Castañeda, 2001).  
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En el municipio la Calera (Cundinamarca) en el año 2003 se realizó un muestreo 

en detritos de eucaliptos (Eucalyptus spp.) entre febrero y marzo, temperatura 

promedio fue de 12.8 y 13.1°C éste estudio se destacó por ser el primer informe 

del aislamiento de la especie C. gattii (serotipo B) en Colombia (Escandón et al., 

2005). 

 

(Quintero et al., 2005) Estudió la distribución ambiental de C. neoformans en 

diferentes pisos térmicos en dos áreas ubicadas en el departamento de 

Cundinamarca. Exploró tres tipos de reservorios y de las 765 muestras 

procesadas,146 correspondieron a excretas de paloma (Columbia livia), 437 a 

detritos de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis) y 182 detritos de almendros 

(Terminalia catappa), como resultado C. neoformans estuvo presente en 12 (46%) 

de los 26 municipios estudiados, en los dos transectos; 31 (30%) muestras 

positivas para excretas de paloma pertenecientes al serotipo A, 70 positivas para 

eucaliptos de las cuales 1(1%) fue de serotipo A, 62 (59%) de serotipo B y 7 (7%) 

de serotipo C y en almendros 3 (3%) positivas de serotipo C, evidenciando la 

preferencia de C.neoformans por el piso térmico frio ubicado de 2000 a 3000 

m.s.n.m con temperaturas entre 12°C y 18°C, igualmente se determinó la 

presencia del serotipo A en los pisos térmicos cálido con temperatura superior a 

24°C o igual, extendiéndose altitudinalmente desde los 300 hasta los 1000 m, 

templado con rangos de alturas entre 1000 a 2000 m.s.n.m y temperaturas entre 

18°C y 24°C y frio. El serotipo B se aisló del piso térmico frio y serotipo C se aisló 

de las zona cálida y fría. Este estudio logró recuperar los serotipos A, B y C de 

muestras de eucalipto. 

 

En el año 2006 el grupo de Microbiología del Instituto Nacional de Salud  realizo 

un estudio retrospectivo desde el año 1994 hasta el 2004 compilando datos sobre 

las cepas ambientales aisladas de muestras de árboles en Cali, Bogotá, Medellín y 

Cúcuta durante un período de 12 años igualmente tuvieron encuenta los reportes 
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climatológicos de cada una. La mayoría de las muestras fueron tomadas de 

árboles de eucalipto (Eucalyptus spp.), seguido de bragance (Licania tomentosa) y 

almendros tropical (Terminalia cattapa). Se tomaron 8.220 muestras de diferentes 

especies de árboles, de los cuales 2,63% fueron aislamiento positivos: el 56,5% 

serotipo B, 24,7% serotipo C y 18.8% serotipo A. La prevalencia de los serotipos 

varió entre las ciudades. Los resultados sugieren que las condiciones climáticas 

ambientales, principalmente la humedad, la temperatura, la evaporación y la 

radiación solar, pueden afectar la ocurrencia de los diferentes serotipos en los 

árboles de una manera diferencial (Granados, 2006). 

 

Montería (Córdoba) presenta un clima cálido con temperaturas entre 28 y 35°C, y 

humedad relativa de 85%  con una precipitación anual de 1200 a 2500 mm, en 

esta ciudad se realizó un muestreo ambiental entre los meses de septiembre de 

2008 y septiembre de 2009, recolectaron 2445 muestras de almendro y se aisló 

C.gattii en 217 muestras ambientales, que correspondió a 8.9%, demás muestras 

positivas se clasifico como Cryptococcus spp. Se utilizó CGB para la 

determinación de la especie. La mayoría de las muestras positivas fue en flor y 

corteza posiblemente por la presencia de compuesto polifenólicos como taninos y 

lignina sirviéndole de sustrato a la levadura. Los árboles de la zona Sur y Centro 

presentaron un mayor grado de madurez presentando más tejido lignificado y 

carotenoides lo que tal vez influyo en los resultados; a diferencia de la zona Norte 

los árboles son jóvenes  mostrando cortezas más lisas y menor cantidad de 

ranuras (Contreras et al., 2011). 

 

En los años 2008- 2009 en la ciudad de Cúcuta se recolectaron un total de 4.389 

muestras de árboles, donde tres (0,07%) fueron positivas para C. gattii (un 

aislamiento de serotipo B (VGI/a), tres aislamientos de serotipo C (VGIII/α)) y tres 

(0,07%) para C. neoformans var. grubii de serotipo A (VNI/α) asociados con Ficus 
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sp., la variedad grubii se recuperó a temperaturas de 28.1°C, 28.8°C y 29.8°C, con 

humedades relativas de 61%, 72% y 69% (Firacative et al., 2011).   
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3. MARCO TEORICO 

 

3.1.  DESCRIPCIÓN GENERAL DE Cryptococcus  

 
C. neoformans es uno de los hongos patógenos humanos más comunes que es 

un basidiomiceto; es evolutivamente divergente de los ascomicetos patógenos 

más comunes (ej. Cándida albicans) y está  estrechamente relacionados con los 

hongos que pudren madera (ej. Phanerochaete chrysosporium; Coprinus 

cinereus). C. neoformans elabora dos factores de virulencia especializados, la 

cápsula de polisacárido, que inhibe la fagocitosis, y la melanina que sirve como un 

antioxidante. El hongo también puede presentar reproducción sexual y formar 

basidiosporas sexuales, al parecer ocurre con mucha menos frecuencia en la 

naturaleza que la reproducción asexual o vegetativa. Existen pocos agentes 

antifúngicos para combatir la criptococosis; y las cepas resistentes a los 

medicamentos están surgiendo (broadinstitute.org). 

 

C.neoformans se caracteriza por ser una levadura encapsulada cremosa, de color 

marrón, ovoide o redondeada de 4 a 6 μm de diámetro, asimila muy bien la 

creatinina desaminasa, por el contrario C.gattii presenta levaduras de forma 

alargada, color marrón, mas mucoides y más húmedas, crece en medio L- 

Canavanina- Glicina- azul de Bromotimol (CGB) utilizando la glicina como única 

fuente de carbón y nitrógeno liberando amonio que es el responsable del cambio 

del color, además la resistencia a la L-canavanina se atribuye a la presencia de un 

sistema enzimático capaz de degradarla y convertirla en compuesto no tóxico 

(Kwon-Chung et al., 1982); los medios cultivo deben estar excluidos de 

cicloheximida pues inhiben su crecimiento (Baró, 2002). 
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3.2.  FACTORES DE PATOGENICIDAD 

 

3.2.1. Cápsula: es el factor principal asociado a la virulencia, está compuesta por 

el 90 a 95% de glucoroxilomanano (GXM), alrededor de 5.8% de 

galactaxilomanano (GalXM) y una pequeña porción de manoproteÍnas (MP).  Las 

diferencias en la estructura de GXM determinan los serotipos de C. neoformans y 

C. gattii. Los polisacáridos de la cápsula se pueden encontrar unidos a la célula 

que forma la estructura física, y se liberan al medio, como exopolisacáridos, 

confiriéndole al hongo beneficios como protección contra la desecación y 

depredadores ambientales (Zaragoza et al., 2009).  

 

3.3.  ENZIMAS EXTRACELULARES 

 

3.3.1  Ureasa 

 

Su función es regular el pH para permitir el paso de la levadura a través de la 

barrera hematoencefálica facilitando su establecimiento dentro de hospedero 

(Alvarado, 2008).  

 

3.3.2  Fenoloxidasa 

 

La melanina es un pigmento color marrón, no solo puede ser producida por la 

fenoloxidasa sino también por la lacasa, mediante la polimerización de de 

metabolitos producidos por la biodegradación de los compuestos difenólicos. Una 

vez localizada en la pared celular ayuda a mantener la integridad de la célula 

además de estar asociada a la virulencia. La lacasa les permite sintetizar melanina 



25 
 

a partir de sustratos precursores como L-DOPA, dopamina, norepinefrina y 

epinefrina. (Torres Rodríguez, 2010).    

 

3.3.3  Proteasas  

 

Las proteasas es un indicador de virulencia en varios organismos patógenos. 

Tienen la capacidad de degradar colágeno, elastina, fibrinógeno, inmunoglobulinas 

y factores del complemento, permitiéndole al hongo generar daño en tejidos, 

proveerse de nutrientes y le confiere protección del hospedero (Torres Rodríguez, 

2010).  

 

3.3.4  Fosfolipasas  

 

Numerosas cepas patógenas secretan fosfolipasas, las cuales son un grupo 

heterogéneo de enzimas que hidrolizan uno o más enlaces éster en los 

glicerofoslípidos, cada enzima tiene la habilidad de romper una unión éster 

específica. Estas enzimas favorecen la desestabilización de las membranas y lisis 

celular de las células del hospedero, ayudando a la propagación del hongo (Torres 

Rodríguez, 2010). 

 

3.4.  CICLO  BIOLOGICO DE  C. neoformans y C.gattii 

 

 Las levaduras de C.neoformans son habitualmente haplóides sin embargo estos 

hongos pueden presentar una transición dimórfica y producir una forma 

filamentosa a través de dos rutas diferentes como la fructificación dicariótica y 

monocariótica para un mayor acceso a nutrientes. Poseen un sistema de 

apareamiento bipolar codificado para las formas alélicas de tipo a y  α (alfa). Éste 

ciclo biológico ocurre cuando las células haplóides a y α se unen para iniciar una 
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transformación dimórfica como un desenvolvimiento de una forma filamentosa que 

crece como una hifa dicariótica a y/o α. Una hifa aérea puede formar un basidio y 

luego sufrir meiosis, dando origen a células hijas haplóides o basidiosporas. Éste 

proceso de apareamiento a y α fue observado en todos los serotipos en 

filamentación y producción de esporas (Kwon-Chung, 1975). La mayoría de 

aislamientos clínicos y ambientales poseen un apareamiento α se ha considerado 

más virulento que el apareamiento a.  

 

Las células de Cryptococcus spp., también pueden sufrir filamentación en 

ausencia de un apareamiento, este proceso se conoce como fructificación 

monocariótica, sucede lo contrario cuando células de un mismo apareamiento 

sufren diploidización, ocurriendo al final la meiosis que lleva a una formación de 

basidiosporas sésiles. Una fructificación monocariótica debe ofrecer una ventaja 

de sobrevivencia al hongo, particularmente son condiciones de cambios 

ambientales como reducción de nutrientes especialmente de nitrógeno y 

desecación (Heitman, 2006; Kwon-Chung, 1975). 

 

Figura 1: Ciclo Biológico de C. neoformans y C.gattii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente (Goulart, 2009) 
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3.5.  MODO DE INFECCIÓN  

 

Las especies patógenas de C.neoformans que se encuentran en el ambiente, 

durante su crecimiento y desarrollo liberan propágulos en forma de aerosol  que 

son inhalados por el hombre y los animales, ingresando por la vía respiratoria 

alojándose en los pulmones y diseminándose hacia el resto del cuerpo 

especialmente al sistema nervioso central (figura 2).  

 

Figura 2: Mecanismo de infección de Cryptococcus 

 

 

Fuente (Tello, 2013) 

 

La cápsula y la producción de varias enzimas le confieren protección y resistencia 

al hongo dentro del hospedero, siendo potencialmente tóxicas para las células 
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fagocíticas del individuo, afectando también las células microgliales, neutrófilos, 

monocitos y astrocitos con el fin de extenderse y burlar el sistema inmune 

(Goulart, 2009; Torres Rodríguez, 2010). Las bases del neurotropismo del 

complejo C. neoformans no están bien elucidadas pero involucran las 

catecolaminas ( la adrenalina, la noradrenalina y la dopamina) que están 

presentes en el torrente sanguíneo las cuáles son excelentes sustratos para la 

enzima fenoloxidasa o lacasa permitiendo la evasión de las defensas del 

hospedero. Además las células fagocíticas  que están en el sistema nervioso 

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

presencia de opsoninas (entre ellas inmunoglobulinas IgG e IgA), éstas son un 

puente entre la partícula a fagocitar y el fagocito (Feldmesser et al., 2000; Illnait 

Zaragozí, 2012). 

 

3.6.  VARIEDAD Y CARACTERIZACIÓN MOLÉCULAR   

 
La serotipificación se basa en las diferencias antígenas de polisacáridos presentes 

en la cápsula del hongo (Duarte, 1994), por consiguiente se presentan dos 

variedades para la especie C.neoformans: var.grubii con serotipo A, y 

var.neoformans con serotipo D, el hibrido con serotipo AD. La especie C.gattii 

presenta serotipos B y C (Meyer et al., 2003). Actualmente existen híbridos 

interespecies como AB (Bovers et al., 2008) y BD (Bovers et al., 2006) 

aislamientos poco frecuentes a nivel clínico. 

 

Existen ocho patrones moléculares: C. neoformans VNI (var. grubii, serotipo A), 

VNII (var.grubii, serotipo A), VNIII (serotipo AD), VNIV (var.neoformans, serotipo 

D). La especie C.gattii (serotipos B y C)  VGI, VGII, VGIII y VGIV (Meyer et al., 

2003; Meyer et al., 1999).   

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Adrenalina
http://es.wikipedia.org/wiki/Noradrenalina
http://es.wikipedia.org/wiki/Dopamina
http://es.wikipedia.org/wiki/Inmunoglobulina
http://es.wikipedia.org/wiki/IgG
http://es.wikipedia.org/wiki/IgA
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Los patrones moléculares pueden ser identificados mediante la prueba de PCR 

huella digital: C.neoformans (VNI-VNIV) y C.gattii (VGI-VGIV) con iniciadores 

universales como el M13, (GACA)4 y (GTG)5 (Meyer et al., 1999), el análisis del 

polimorfismo en longitud de fragmentos amplificados (AFLP):C.neoformans: 

var.grubii (VNI/AFLP1, VNII/AFLP1A), var.neoformans (VNIV/AFLP2) y el híbrido 

AD (VNIII/AFLP3), por su parte C.gattii (VGI/AFLP4, VGII/AFLP5, VGIII/AFLP6, 

VGIV/AFLP7) (Boekhout et al., 2001), el análisis del polimorfismo en longitud de 

fragmentos de restricción (RFLP) del  gen URA5: C.neoformans: var.grubii 

(VNI,VNII), var.neoformans (VNIV), hibrido AD (VNIII); C.gattii (VGI, VGII, VGIII y 

VGIV) (Meyer et al., 2003), RFLP del gen PBL1: C.neoformans: var.grubii (VNI/A1, 

VNII/A2), var.neoformans (VNIV/A4) y el híbrido AD A3 (VNIII/A1,A4), por su parte 

C.gattii (VGI/A5, VGII/A6, VGIII/A7, VGIV/A8)(Latouche et al., 2003).  

 

Recientemente se ha implementado la tipificación de secuencias multilocus 

(MLST) empleando siete loci genéticos (CAP59, GPD1, LAC1, PLB1, SOD1, 

URA5 y la región IGS1) como herramienta más robusta para la caracterización 

molecular de los aislamientos de éste hongo. 

 

Estas técnicas han permitido agrupar los miembros del complejo según su 

especie/variedad ofreciendo ventajas como la facilidad y rapidez de caracterizar 

los aislamientos de Cryptococcus (Meyer et al., 2009). 

 

3.7.  ECOLÓGIA  

 

Las levaduras de las especies C. neoformans y C. gattii son saprofitas de vida 

libre capaces de sobrevivir en diversos nichos ecológicos pero su dispersión en el 

aire puede ser favorecida o afectada por factores como la temperatura, humedad 

del aire  y  velocidad del viento (Ríos, 2011). 
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Los numerosos aislamientos de C. neoformans se reportan principalmente en 

excretas de paloma (Columbia livia) debido a sus componentes como la creatinina, 

xantina, urea y nitrógeno; en las heces acumuladas y protegidas de los rayos 

ultravioletas del sol se pueden detectar concentraciones de hasta 2-3 x 106 

células/g (Hamasha et al., 2004), solo si se renueva la fuente de nitrógeno pueden 

sobrevivir hasta un año, mientras que en las excretas frescas se inhibe o son muy 

escasas la levaduras debido a la alta concentración de amonio (Alvarado, 2008). 

 

Los reportes ambientales de C.gatii son cada vez más frecuentes en distintas 

especies de árboles, en diferentes familias como en géneros, se ha descrito una 

asociación ecológica estrecha debido a que degrada biopolímeros como el inositol 

y la lignina utilizados como fuente de desarrollo (Castañon, 2013; Lazera, 2000). 

 

3.8.  EPIDEMIOLOGIA CLINICA  

 

A principios de la década de 1980, fecha en la cual se produjo la aparición de la 

inmunodeficiencia causada por el VIH/SIDA, se incrementaron los reportes de la 

criptococosis, anteriormente ocurría esporádicamente en todo el mundo (Mitchell 

and Perfect, 1995). Se debe resaltar que no todos los individuos desarrollan la 

enfermedad debido a que se presentan tres factores fundamentales como el 

estado de los mecanismos de defensa del hospedador, la virulencia de la cepa 

infectante y la cuantía del inóculo (Casadevall, 2007; Illnait Zaragozí, 2012). 

 

La criptococosis también puede desarrollarse en pacientes que sufren 

enfermedades  de tejido conectivo como lupus eritematoso sistémico y artritis 

reumatoidea, las personas que reciben trasplantes de órganos sólidos y consumen 

altas dosis de corticoesteroides, diabetes mellitus, leucemias, linfomas, 

sarcoidosís, cirrosis, enfermedades pulmonares crónicas, casos que comprometen 
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el sistema inmune. Ésta micosis oportunista puede causar lesiones principalmente 

en el sistema nervioso central siendo la causante de la meningoencefalitis 

presentando criptococomas (lesiones granulomatosas) localizados a nivel de 

hemisferios  cerebrales, cerebelo o médula espinal, también puede causar 

criptococosis cutánea primaria con lesiones solitarias o confinadas a las manos y 

áreas descubiertas, la cutánea secundaria se presenta por vía hematógena del 

hongo a la piel. También puede causar lesiones oculares hasta el punto de perder 

la visión por completo; infecciones óseas, riñón, y en boca (Pérez, 2003; Tello et 

al., 2013). 

 

En el mundo la mayoría de las infecciones en pacientes inmunodeprimidos son 

causadas por el serotipo A, pero el aislamiento de cepas de serotipo D en 

pacientes con SIDA ha sido limitado principalmente a Europa. En Brasil, el 4,5% 

de todas las infecciones oportunistas en pacientes con SIDA han sido reportadas 

por C.neoformans. La epidemiología de la infección criptocócica es importante, ya 

que proporciona pistas sobre la patogénesis de las infecciones y permite una 

evaluación del riesgo de infección en una población (Casali et al., 2003). 

 

En México el 85% de los aislados fueron var.neoformans y el 15% fue C. gattii, 

porcentajes similares se han reportado en Brasil, aún cuando otro reporte 

brasileño muestra una mayor proporción de C.gattii en pacientes con SIDA. En 

Venezuela, de 27 aislamientos de C.neoformans de diferentes sitios del país, se 

encontró que 63% de los casos eran del serotipo A, 29.6% del serotipo B, 3.7% 

del serotipo D y 3.7% del serotipo C (Pérez, 2003). 

 

(Lizarazo et al., 2007) para el periodo de 1997- 2005 realizó un estudio clínico- 

epidemiológico, en el cual recogió 931 encuestas de 76 centros  identificando 891 

(95.7%) casos de neurocriptococosis, 27 (2.9%) de formas pulmonares, 5 (0.5%) 

de lesiones cutáneas, 2 (0.2%) de ganglionares, 2 (0.2%) de úlceras orofaríngeas 
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y un caso (0.1%) de otras manifestaciones clínicas. De los 788 aislamientos 

remitidos, 95.9% fueron C. neoformans var.grubii serotipo A, 0.3% var.neoformans 

serotipo D, 3.3% C. gattii serotipo B y 0.5% C. gattii serotipo C.   

 

En Colombia durante el periodo 2006- 2010 se recogieron 521 encuestas con las 

cuales se realizó un estudio epidemiológico retrospectivo. En 474 encuestas se 

informaron manifestaciones clínicas; las más frecuentes fueron: cefalea (84.5%), 

fiebre (63.4%), náuseas y vómito (57.5%), alteraciones mentales (46.3%), signos 

meníngeos (33%), tos (26.4%) y alteraciones visuales (24.5%). La 

neurocriptococosis se reportó en 81.8% de los casos. De 413 aislamientos 

recuperados, 95.6% fueron  var.grubii, 1% var.neoformans, y 3.4% C. gattii. El 

factor de riesgo predominante fue  infección por VIH (83.5%) y la criptococosis 

definió el sida en 23% de los casos. La incidencia promedio anual de criptococosis 

en la población general fue de 2,4 por un millón de habitantes/año mientras que en 

pacientes con sida, aumentó a 3,3 por 1.000 habitantes/año  (Escandón et al., 

2012).  

 

En la ciudad de Popayán se realizó un estudio descriptivo, retrospectivo de 

historias clínicas de pacientes con diagnóstico de criptococosis meníngea, 

ingresados al Hospital Universitario San José durante un periodo comprendido 

entre 1998 y 2012. Fueron 12 casos estudiados, la edad promedio encontrada fue 

de 39 años, el factor predisponente más frecuente fue VIH/SIDA con un 58.3%. La 

sintomatología presentada fue cefalea con un 91.7% y la presencia de signos 

meníngeos con un 33.3%. El diagnóstico fue  positivo para C. neoformans en el 

91.7%, mientras que en el 8,3% restante se aisló C. gattii. De los pacientes 

ingresados al estudio el 66.7% sobrevivió y el 33.3% restante había fallecido al 

término del estudio (Bastidas et al., 2013). 
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3.9.  ESPECIES DE ÁRBOLES  

 

Los aislamientos de C.gattii en diferentes especies de árboles confirma la estrecha 

relación con los mismos, mientras que C. neoformans está más asociada a 

excretas de aves además de ser cosmopolita, pero diversos estudios han logrado 

su recuperación a partir de muestras vegetales.  

 

3.9.1.  Calliandra purdiaei (Carbonero, Florito) 
 

De la familia  fabaceae – mimosoideae, nativa de Colombia y Venezuela, son 

árboles o arbustos que crecen cerca de los 1400 metros sobre el nivel del mar, por 

su altura, belleza de sus flores y estambres rosados, se recomienda para 

antejardines, parques, avenidas, separadores de calles, es una especie muy 

valiosa como ornamental (Rojas, 2011). 

 
 
3.9.2.  Tabebuia sp. (Guayacán) 
 

Originaria de América tropical, es muy apreciada como ornamental (Rojas, 2011), 

Crece en bosques húmedos de tierras bajas, bosques de galería, bosques secos y 

bosques de montaña (Calle, 2008). Familia: Bignoniaceae. Crecimiento: rápido 

con raíz profunda y tallo recto de corteza fisurada, flores grandes muy llamativas, 

de color amarillo y rosado, fruto habichuela alargada, además cuando se produce 

la defoliación, la hojarasca provee gran cantidad de materia orgánica al suelo 

(Vargas and Molina, 2007). 
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3.9.3.  Mangifera indica (Mango)  

 

Especie originaria de la india, pertenece a la familia anacardiaceae, es de 

crecimiento más o menos rápido, soporta suelos ácidos, áridos y erosionados, 

además requiere de abundante luz solar para su desarrollo. También es 

recomendado como árbol ornamental (Rojas, 2011). 

 

3.9.4.  Eucalyptus sp. (Eucalipto) 

 
Originario de Australia, este árbol crece hoy en la mayoría de las regiones 

templadas del planeta gracias a su alta capacidad de adaptación a diferentes 

ecosistemas y a sus múltiples usos, tanto industriales como medicinales. Debido a 

su alta resistencia a las plagas y a las enfermedades, y por su gran capacidad 

para sobrevivir en suelos pobres, así como en zonas de alta contaminación 

atmosférica, ha sido adoptado para  zonas urbanas (Morales, 2007). 

 

3.9.5.  Terminalia catappa (Almendro)  
 

De la familia  combretaceae, nativo de la india, las islas de Andamán, Indochina, 

Malasia, Indonesia, el norte de Australia, Oceanía, las Filipinas y Taiwán. La 

especie se ha naturalizado y se planta extensamente en las tierras bajas de 

regiones tropicales en el resto del mundo. Los valores de pH de los suelos son por 

lo usual de neutrales a moderadamente alcalinos y ricos en bases sin embargo, 

puede crecer también en suelos fuertemente acídicos y de uso ornamental 

(Francis, 1989; Rojas, 2011).  
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3.9.6.  Ficus benjamina (Caucho, Ficus) 
 

De la familia moraceae, nativo de India, China y Malasia, que alcanza 35 metros 

de altura y 25 metros de diámetro de copa; sus raíces son extendidas, 

superficiales e incluso aéreas, se emplea como especie ornamental (Rojas, 2011). 

Especie introducida y plantada profusamente en el trópico americano, pues 

produce grandes cantidades de látex, material vegetal requerido en la fabricación 

del caucho (llantas, impermeables, etc.); muy preciado antes de la invención del 

caucho sintético(Vargas and Molina, 2010).  

 

3.9.7.  Cassia fistula (Caña fistula, Lluvia de oro)  
 

De familia fabaceae – caesalpinioideae, originaria de la India, distribuido y 

cultivado en América Tropical y Subtropical en las regiones correspondientes al 

Pacifico Seco. Sus flores son llamativas por su coloración amarilla o amarillo-

dorado. Vistosas, fragantes, agrupadas en racimos terminales y colgantes; 

especie recomendada para parques, calles y zonas verdes (Hoyos, 1992; Rojas, 

2011).  

 

3.9.8.  Spathodea campanulata (Tulipán africano) 
 

Perteneciente a la familia bignoniaceae, tiene crecimiento rápido y presenta un 

corto periodo de vida (Rojas, 2011).Especie originaria de África ecuatorial (Ghana, 

Angola, Sudán, Uganda) que alcanza hasta 30 metros de altura y 10 metros de 

diámetro de copa, posee una raíz muy agresiva, tipo rizoma, que se extiende de 

manera superficial o subterránea en muchas direcciones. En los extremos de 

estas raíces horizontales muy largas (hasta de 100 metros), emergen nuevos 
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individuos (árboles) que a su vez, se reproducen de la misma manera, se emplea 

como especie ornamental (Vargas and Molina, 2010). 

 

3.9.9.  Ochroma pyramidale (Balso, Balsa, Palo de balsa)  
 

Nativo de América trópical, frecuentemente en áreas intervenidas y degradadas; 

de uso ornamental por ello se recomienda en parques, zonas verdes; utilizado 

para restaurar áreas degradadas, no se recomienda para separadores de calles ni 

en avenidas por ser de corta vida (Rojas, 2011).  

 

3.9.9.1.  Cananga odorata (Ylang-Ylang, Cadmio) 
 

Pertenece a la familia annonaceae, ésta especie es nativa del sur de la India, 

Java, las Islas Filipinas, el Archipiélago  Malayo y las islas tropicales del Pacífico. 

Se encuentra escasamente propagada en los trópicos pero se ha naturalizado en 

países como Cuba, Puerto Rico e Islas Vírgenes, recientemente se ha cultivado en 

Centro y Suramérica; utilizada principalmente como planta ornamental (Rojas, 

2011). 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1.  OBJETIVO GENERAL 

 

 Establecer la presencia de C. neoformans / C. gattii en especies vegetales 

arbóreas en el perímetro urbano de seis cabeceras municipales del 

departamento del Cauca. 

 

4.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Aislar C.neoformans / C.gattii a partir de especies vegetales arbóreas en el 

perímetro urbano de seis cabeceras municipales del departamento del 

Cauca.  

 

 Caracterizar el fenotipo y genotipo de los aislamientos ambientales de 

C.neoformans / C.gattii mediante pruebas convencionales, PCR huella 

digital con el iniciador (GTG)5, y RFLP con el gen URA5.  

 

 Explorar y describir las condiciones ambientales (humedad relativa y 

temperatura) que pueden estar relacionadas con la presencia de   

C.neoformans/C.gattii en seis cabeceras municipales del departamento del 

Cauca. 
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5. METODOLOGIA 

 

5.1. DISEÑO DEL ESTUDIO 

 

El estudio epidemiológico que se realizó fue de tipo descriptivo ecológico, 

fenotípico y molecular, en el cual se planteó caracterizar muestras ambientales en 

el perímetro urbano de seis cabeceras municipales del departamento del Cauca. 

 

5.2. ÁREAS DE ESTUDIOS  

 

Este estudio se enmarca en el proyecto “Predicción de posibles áreas endémicas 

para Cryptococcus neoformans/ Cryptococcus  gattii  en Colombia: modelo 

ecológico de áreas en riesgo” a cargo del Grupo de investigación de Microbiología 

del Instituto Nacional de Salud, cofinanciado por Colciencias (código: 2011-

3600115683): el presente estudio se realizó en el departamento del Cauca en seis 

cabeceras municipales: Bordo, Cajibio, Coconuco, Tímbio, Santander de Quilichao 

y Silvia. 

 

5.3. DESCRIPCIÓN DE ÁREAS DE ESTUDIO:  

 

La posición geográfica en las que están ubicadas las diferentes cabeceras 

municipales estudiadas (figura 3) permite clasificarlas en los distintos pisos 

térmicos (anexo D) como el cálido dentro del cual está Bordo y Santander de 

Quilichao, en el templado Cajibio y Tímbio, en el frio Coconuco y Silvia. 
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Figura 3: Ubicación geográfica de las cabeceras municipales en el departamento   

del Cauca. 

 

 
 

Tomado y adaptado de www.sogeocol.edu.co 
 
 

 
Tabla 1: Caracterización física de las cabeceras municipales 
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5.4. DATOS ECOLÓGICOS.  

 

En cada uno de los sitios se registró los factores ambientales como la temperatura 

(°C), la humedad (%) y altura sobre el nivel mar. 

 

5.5.  RECOLECCIÓN DE MUESTRAS 

 
En las cabeceras municipales de Bordo, Cajíbio, Coconuco Tímbio, Santander de 

Quilíchao y Silvia, se realizó un muestreo entre los meses de julio y agosto del 

2013 de árboles localizados en el perímetro urbano (parques, calles, laderas de 

ríos, lugares ecológicos); en promedio se colectaron 30 individuos por cada 

municipio; se recolectaron tres muestras por cada árbol: hojas, corteza, y tierra, 

utilizando un baja ramas, pala jardinera y navaja, después se colocaron en bolsas 

plásticas con cierre hermético y su respectivo marcaje. Las muestras se 

trasladaron al laboratorio de Microbiología del Instituto Nacional de Salud donde 

fueron procesadas con la técnica de extracción fosfato salino (Escandón et al., 

2005). 

 

En la cabecera municipal donde el hongo se recuperó, se realizaron nuevamente  

4 muestreos para confirmar la permanencia del hongo en el ambiente, en el mes 

de noviembre del 2013 y entre enero-abril del 2014, recolectando muestras 

vegetales arbóreas positivas para el hongo. 

 

5.6.  PROCESAMIENTO DE MUESTRAS  

 

El procesamiento de muestras se realizó según el protocolo estandarizado por el 

Grupo de Microbiología del Instituto Nacional de Salud de la siguiente manera: se 
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pesaron 5 g de cada muestra en un tubo falcón de 50 ml y se resuspendieron en 

25 ml de solución tampón fosfato salino (PBS), se mezclaron durante 30 minutos y 

se filtraron mediante una gasa estéril a un tubo falcón de 15 ml. Posteriormente, al 

filtrado se le adicionó 100 μl de cloranfenicol (4g/100ml). A partir de la anterior 

solución se hizo siembra masiva de 100 μl en medio de cultivo agar Guizotia 

abyssinica (50 g de semillas Niger, 1g de creatinina, 1g de fosfato de potasio y 15 

g de agar bacteriológico en 1L de agua destilada) suplementado con  25 ml de 

bifenil (1g/25ml), 2 ml de cloranfenicol (4g/100ml), 1 ml de amikacina (250mg/1ml), 

la cual se incubó a 28 °C  por un periodo de 10 días con observación diaria. 

 

5.7.  CARACTERIZACIÓN FENOTIPICA 

 

Las colonias melanoides que presentaron color café en el medio de Guizotia 

abyssinica se re-sembraron en agar glucosado sabouraud, posteriormente se 

realizó la observación morfológica y luego se caracterizó mediante técnicas 

fenotípicas: producción de ureasa y se determinó la especie empleando el medio 

canavanina- glicina- azul de bromotimol (CGB) (Kwon-Chung et al., 1982). Las 

pruebas anteriores se incubaron a 27°C por 72 horas y lectura cada 24 horas. 

 

5.8.  CARACTERIZACIÓN MOLÉCULAR 

 

Estas pruebas se realizaron según el protocolo estandarizado por el Grupo de 

Microbiología del Instituto Nacional de Salud de Colombia.  

 

La determinación del patrón molécular de los aislamientos ambientales se efectuó 

mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) huella digital con el 

iniciador (GTG)5 (Meyer et al., 1999) y por análisis Polimórfico de Longitud de 
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Fragmentos de Restricción (RFLP) del gen orotidina monofosfato pirofosforilasa 

(URA5) (Meyer et al., 2003). 

 

Para llevar a cabo el proceso de las pruebas moléculares se inició con la siembra 

de los aislamientos en medio de cultivo YEPD (10 g peptona, 10 g de extracto de 

levadura, 20 g de glucosa, 15 g de agar, en 1L agua estéril) con 48 horas de 

anticipación a la extracción del ADN. 

 

5.8.1.  Extracción de ADN  

 

Las aislamientos que crecieron en YEPD se pasaron a tubos ependorff con ayuda 

de un asa, luego se llevaron a  -20ºC por 1 hora, transcurrido el tiempo a cada uno 

de los tubos se agregaron 500μl de buffer de lysis (1 M Tris-HCl, 1,25 M NaCl, 

0,25 M EDTA, pH 8,0) posteriormente se incubó a (65ºC) por 1hora (realizando 

agitaciónes cada 30’ durante 2 minutos), luego se adicionó 500μl de fenol: 

cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) frio para precipitar el ADN después de la 

centrifugación a 13500 rpm durante 15 min a 4ºC, el sobrenadante se transfirió a 

un nuevo tubo ependorff y se añadió un volumen igual de isopropanol frio, el ADN 

precipitó a -20°C por una hora, y se sedimentó a 13000 rpm durante 15 minutos. 

El sedimento se lavó con etanol al 70% y se centrifugó a 13000 rpm durante 15 

minutos. El ADN se secó a temperatura ambiente, las muestras se suspendieron 

en 50μl de TE y se almacenó a 4°C.  

 

 

 



43 
 

5.8.2. Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción (RFLP) del 

gen URA5 

 

Esta prueba se realizó a una concentración de 500ng/μl de ADN con el fin de 

establecer la presencia del gen URA5. La PCR se trabajó a un volumen final de 

50μl. Se utilizaron ependorff de 0.5 ml; a cada tubo ependorff se agregó: 5μl de 

buffer (albúmina suero bovino (BSA)), 4.5μl de MgCl2, 0.5μl de DNTPs, de cada 

cebador URA5 (5’ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3’) y SJ01 

(5'TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3') se agregó 5μl respectivamente, 0.3μl 

de Taq polimerasa, 24.7μl de agua de PCR y 5μl de ADN. Las condiciones de 

amplificación se realizaron durante 35 ciclos y se describen a continuación:  

 

Tabla 2: Condiciones de amplificación, Polimorfismo de Longitud de Fragmentos 

de Restricción (RFLP) del gen URA5. 

 

Condiciones PCR- URA5  “35 ciclos” 

Desnaturalización inicial   91°C durante 3 minutos 

Desnaturalización  94°C durante 45 segundos 

Anillamiento      62°C durante 1 minuto 

Extensión 72°C durante 2 minutos 

1 Ciclo final de extensión 72°C durante 10 minutos 

Ciclos de enfriamiento 4°C por 24 horas 

 

 

Los productos se analizaron por electroforesis con geles de agarosa al 1.4% en 10 

X Tris- borato (TBE) tampón a 110 V durante una hora y se visualizaron en un 

transiluminador de luz ultravioleta para la toma de la fotografía. 30μl de producto 

de PCR se digirió con las enzimas de restricción Hhal y Sau96 empleadas para la 

http://es.wikipedia.org/wiki/Polimorfismos_de_longitud_de_fragmentos_de_restricci%C3%B3n
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amplificación de los productos obtenidos a 37°C durante toda la noche y se 

separaron por electroforesis a 2.5% en Tris- borato (TBE) tampón a 80 V durante 

3.5 horas. Los patrones de RFLP fueron asignados a los principales tipos 

moleculares (VNI- VNIV y VGI- VGIV) visualmente, comparándolos con los 

patrones obtenidos de las cepas de referencia (Meyer et al., 2003). 

 

5.8.3.  PCR huella digital (GTG)5 

 

Esta prueba se trabajó a una concentración de 10ng/μl de ADN y volumen final de 

50μl, utilizando como único cebador (GTG)5.   

 

A cada tubo ependorff se agregó: 5μl de buffer de PCR, 4μl de (GTG)5, 3μl de 

NaAC, 2μl  de MgCl2, 1μl de BSA, 0.5μl  de DNTPS, 0.5μl de Taq polimerasa, 

31.5μl de agua de PCR y 2.5μl de ADN.  

 

Tabla 3: Condiciones de amplificación, Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR) huella digital de la secuencia (GTG)5.  

 

Condiciones PCR- (GTG)5  “35 ciclos” 

Desnaturalización inicial   91°C durante 3 minutos 

Desnaturalización  94°C durante 20 segundos 

Anillamiento      50°C durante 1 minuto 

Extensión 72°C durante 20 segundos 

1 Ciclo final de extensión 72°C durante 6 minutos 

Ciclos de enfriamiento 4°C por 24 horas 
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La amplificación de los productos se analizaron por electroforesis con geles de 

agarosa al 1.4% en 10X Tris- borato (TBE) a 80 V durante 3 horas y se 

visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta para la toma de la fotografía. 

Los patrones de PCR huella digital con la secuencia (GTG)5 fueron asignados a 

los principales tipos moleculares (VNI- VNIV y VGI- VGIV) visualmente, 

comparándolos con los patrones obtenidos de las cepas de referencia (Meyer et 

al., 2003). 

 

5.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los datos se tabularon en el programa Excel ® Microsoft Corporation, se 

analizaron  las variables categóricas. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1. MUESTRAS AMBIENTALES  

 
De un total de 1214 muestras vegetales obtenidas de varias especies de árboles 

(anexo K) del perímetro urbano (parques, calles, laderas de ríos, lugares 

ecológicos) entre seis cabeceras municipales del departamento del Cauca, en los 

meses de Julio, Agosto, Noviembre del 2013 y Enero-Abril del 2014, 17 muestras 

fueron positivas para C. neoformans de las cuales el 23.5% fueron corteza, 52.9% 

tierra y  23.5% hojas en los municipios de Bordo y Coconuco en tres especies de 

árboles (Tabla 4), de las cuales se obtuvieron 65 aislamientos.  

 

 

Tabla 4: Muestras positivas de Bordo y Coconuco 

 

 

 

6.2. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA 

 

Las colonias que mostraron coloración marrón en medio de cultivo agar Guizzotia 

abyssinica, se repicaron en agar glucosado de Sabouraud. Los aislamientos 

ambientales recuperados se conservaron a -70°C en glicerol al 10% en el Grupo 

de Microbiología. 
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La presencia de Cryptococcus sp se confirmó por la prueba de urea; la especie se 

determinó por CGB siendo negativa para C. neoformans (var. grubii o var. 

neoformans) y positiva para C. gattii. Para cada prueba se montaron controles 

positivos y negativos para garantizar la idoneidad de los resultados Figura 4. 

 

Figura 4: Evaluación de la producción de la enzima ureasa (a-b) y CGB(c-d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) Prueba negativa; b)  Prueba positiva   c) Prueba positiva; d) Prueba negativa 

Fotos: Nubia Enriquez 

6.3.  CARACTERIZACIÓN MOLECULAR 

Se caracterizaron 65 aislamientos correspondientes a 17 muestras por  RFLP del 

gen URA5 y PCR huella digital (GTG)5. Todos los aislamientos ambientales fueron 

patrón molecular VNI, las pruebas fueron el 100% consistentes (figura 5). Por cada 

prueba molecular empleada, se utilizó los patrones moleculares de VNI-VNIV y 

VGI-VGIV (Meyer et al., 2003). 
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Figura 5: Caracterización de aislamientos por RFLP-URA5. 

 

 
Carril 1 y 18: marcador molécular de 100pb; carril 2-17: aislamientos ambientales 

var. grubii. 

 

 Figura 6: Caracterización de aislamientos por PCR huella digital (GTG)5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Carril 1 y 20: marcador molécular de  1000pb; carril 2-5 cepas control  VNI- VNIV; 

carril 6-9 controles VGI- VGIV; carril 10-19  aislamientos ambientales var. grubii. 
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6.4. CONDICIONES AMBIENTALES DE LAS CABECERAS MUNICIPALES 

 

En la siguiente tabla se observa que Tímbio presentó el valor máximo de humedad 

relativa con respecto al valor presentado en Silvia, cabeceras municipales en las 

cuales no fue posible recuperar aislamientos. Mientras tanto en Bordo se reportó 

el valor máximo de temperatura recuperando un aislamiento, el valor mínimo se 

presentó en Silvia (Tabla 5). 

 

Tabla 5: Descripción de factores ambientales  

 

 

 

6.5. CONDICIONES AMBIENTALES DE BORDO Y COCONUCO 

 

Las muestras positivas fueron recuperadas en el año 2013, en Julio con un solo 

aislamiento (1.01%), mes correspondiente a la temporada seca y en Noviembre 

con 6 muestras (6.45%), mes de altas lluvias. En los meses de Enero, Febrero y 

Abril del 2014 no se recuperó aislamientos (Figura 7). 

 

Municipio Altura Humedad Temperatura

Santander de Quilichao 1081 m.s.n.m. 74% 23.6 °C

Bordo 990 m.s.n.m. 64.5% 29.5 °C

Timbio  1800 m.s.n.m. 83% 18.6 °C

Cajibio 1831 m.s.n.m. 70.7% 18.3 °C

Silvia 2600 m.s.n.m. 60% 15°C

Coconuco 2400 m.s.n.m. 64.1% 17.2 °C
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Figura 7: Variables Ambientales Bordo 

 

 

 

Las muestras positivas se recuperaron en el año 2013, en Agosto con un solo 

aislamiento (1.05%), mes correspondiente a la temporada seca y en Noviembre 

con 9 muestras (12%), mes de altas lluvias. En los meses de Enero, Febrero y 

Abril del 2014 no se recuperó aislamientos (Figura 8). 

 
Figura 8: Variables Ambientales Coconuco 

 
 

 



51 
 

7. DISCUSION 

 

El presente estudio demuestra que del total de1214 muestras vegetales 

procesadas se obtuvo el 1.4% de positividad entre las especies de Eucalipto 

(Eucalyptus grandis), Pino (pinus sp.) y Almendro (Terminalia catappa), 

confirmando la presencia de la levadura en hojas, corteza y suelo, resultados que 

se relacionan con varios estudios como el de (Granados and Castañeda, 2005) 

quienes lograron aislar el patógeno de corteza a partir de Eucalyptus 

camaldulensis, también de detritus de Pinus radiata, E. globulus, Ficus soatensis, 

Croton bogotanus, C.funckianus, Coussapoa sp., Cupressus lusitanica y Acacia 

decurrens; de igual forma (Castañeda et al., 2001) lo recuperó en detritos de 

almendro (Terminalia catappa); asi mismo (Randhawa et al., 2008) en Butea 

monosperma, Tamarindus indica, F.religiosa, Mangifera indica. 

  

Los datos obtenidos en ésta investigación demuestran que el suelo es el sustrato 

donde mayormente esta albergado el patógeno seguido de  corteza y finalmente 

hojas,  lo que sugiere que es uno de los principales nicho para su colonización, 

este resultado se relacionó con el estudio realizado por  (Firacative et al., 2011) en 

Cúcuta donde el hongo se encontró en el suelo, los autores concluyen que esto 

puede estar relacionado con la interacción de anfitriones no vertebrados como los 

nematodos y amebas, por ejemplo con Acanthamoeba castellanii y Caenorhabditis 

elegans  (Malliaris et al, 2004; Steenbergen et al, 2001; Steenbergen, 2003).  

 
 
Las investigaciones realizadas por (Escandón et al., 2005; Huérfano et al., 2003; 

Ordoñez, 1994) concuerdan con los datos obtenidos en este estudio en la 

confirmación de Cryptococcus sp por medio de la actividad de la ureasa, y la 

especie por CGB. 
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Los resultados de ésta investigación indican que los aislamientos ambientales 

recuperados pertenecen en un 100% al patrón molécular VNI,  datos similares a 

estudios reportados en diferentes ciudades como Jabalpur en la india donde el 

49.2% perteneció a VNI del 100% (Grover et al., 2007); en Argentina, de las 15 

muestras positivas que correspondían al 3%, obtuvieron  el 1,7% para VNI (Refojo 

et al., 2009); en Barcelona y Cataluña del 100% de muestras positivas resultaron 

VNI (Morera-López et al., 2005).  

 

Estudios Colombianos e Iberoamericano (Escandón et al., 2012; Lizarazo et al., 

2007; Meyer et al., 2003) evidencian la estrecha relación que existe entre los 

aislamientos clínicos y ambientales demostrando una mayor frecuencia de la 

var.grubii, serotipo A, tipo molecular VNI, y el más reportado en aislamientos 

ambientales siendo la causa principal de la criptococosis en pacientes 

inmunosuprimidos; ésto concuerda con los datos obtenidos en esta investigación 

donde el tipo predominante fue VNl. 

 

Las variables ambientales reportadas durante los muestreos para cada una de las 

cabeceras municipales en el mes de julio-agosto del 2013 en este estudio, 

permitió recuperar el hongo únicamente en Bordo y Coconuco en época seca 

resultados que se  relacionan con la investigación retrospectiva realizada por 

(Granados and Castañeda, 2006) en la cual analizaron la relación de los 

aislamientos ambientales y las condiciones climáticas de Colombia durante un 

periodo de 12 años desde 1999 a 2004, reportes de varios estudios ambientales 

realizados en diferentes especies de árboles en distintas ciudades como Bogotá, 

Cali, Cúcuta y Medellín, sugiriendo que la var.grubii es favorecida por la 

temporada seca, determinada por precipitaciones bajas, temperatura en promedio 
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altas, periodos prolongados de sol, y valores bajos de humedad relativa, 

deduciendo que esta variedad es termotolerante.  

 

En cuanto a la prevalencia del patógeno durante los meses de muestreo se 

recuperó nuevamente y en mayor proporción en el mes de noviembre, resultados 

que son similares a los obtenidos por (Granados and Castañeda, 2005) en su 

estudio realizado en la ciudad de Bogotá, en el cual los aislamientos ambientales 

se recuperaron con mayor frecuencia en los meses de altas precipitaciones, pocas 

horas de brillo solar y temperaturas poco extremas, aunque en la mayoría del país 

se comporta asi, se puede lograr aislar el hongo en menor proporción en la 

temporada seca. De acuerdo a lo anterior, independientemente del piso térmico, la 

temporada de altas lluvias presenta elevados porcentajes de humedad relativa 

siendo el clima frio predilecto por el hongo. 

 

Aunque el estudio realizado por (Quintero et al., 2005) señala que las condiciones 

del piso térmico frio como el rango altitudinal entre 2000 y 3000 msnm con 

temperaturas que oscilan entre los 12 y 18°C favorecen el crecimiento del hongo 

en la naturaleza, esto está de acuerdo con el presente estudio para el caso de 

Coconuco el cual está ubicado a 2400 msnm en el que se aisló el hongo. 

 

En comparación con otro estudio realizado en la India, donde la tasa de 

recuperación de C.neoformans disminuyó en la época de verano con respecto a 

los altos niveles de aislamientos presentados en la primavera (Randhawa et al., 

2003), en el presente trabajo para los meses de enero, febrero-marzo y abril del 

2014 no fue posible la recuperación del patógeno, lo que podría ser debido a la 

competencia con otras especies de bacterias u hongos y por ello se hizo difícil de 

recuperar (Firacative et al., 2011); aunque otras investigaciónes demuestran que 
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el hongo es sensible a la radiación solar (UV) es decir se encuentra en 

condiciones de estrés que podría degradarlo o inhibir su crecimiento (Verma, 

2013; Wang and Casadevall, 1994); por lo que se requiere realizar más muestreos 

durante un tiempo prolongado. 

 

Colombia por su ubicación en el trópico y por ser un país altamente montañoso 

presenta gran variedad de climas (Eslava, 1993) además de presentar un régimen 

térmico bimodal con dos periodos lluviosos y dos periodos secos (Poveda, 2004), 

donde es posible recuperar la levadura fúngica durante todo el año como lo 

señalan estudios ambientales realizados en el país por (Callejas et al., 1998; 

Castañeda et al., 2001; Duarte et al., 1994; Escandón et al., 2005; Escandón, 

2010; Firacative et al., 2011), pero especialmente en temporadas de lluvias acorde 

con lo encontrado en el presente estudio, mientras que en otras regiones como 

British Columbia (Canadá), Washington y Ortegón (EE.UU) hallaron el patógeno 

en la estación de invierno y verano (Datta et al., 2009). 

 

No fue posible recuperar el hongo a partir de material vegetal en el resto de 

cabeceras municipales, resultados que podrían estar sesgados ya que se llevó a 

cabo un solo muestreo, lo que sugiere realizar estudios adicionales con el fin de 

aislar el patógeno.  

 

El presente trabajo demuestra que no fue posible aislar C.gattii en ninguna de las 

cabeceras municipales en las que se llevó a cabo el estudio, resultados que están 

acorde con la investigación de (Fraser et al., 2006) realizada en las Islas de San 

Juan (EE.UU) en la cual ésta especie no fue detectada debido a que pudo estar 

presente pero a un nivel extremadamente bajo de tal forma que no se recuperó 

durante los muestreos.  
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Los resultados de esta investigación con respecto a la no recuperación de C.gattii 

también se pueden atribuir a que los árboles muestreados no presentaron algún 

tipo de descomposición donde es más probable encontrarlo como lo sugieren 

estudios realizados por (Castañeda et al., 2001; Halliday, 2003; Lazera, 2000), 

especie que biodegrada lignina sirviéndole de sustrato para el crecimiento 

saprófito valiéndose de su enzima lacasa, y fenoloxidasa que produce melanina 

proporcionándole tolerancia a los cambios de temperatura (Illnait Zaragozí, 2012; 

Lazera, 2000; Quintero et al., 2005) facilitando la propagación y clonalidad de las 

basidiosporas o levaduras fúngicas. Sin embargo otros estudios respaldan que la 

asociación con material vegetal es común para las dos especies, teniendo en 

cuenta que la actividad de la lacasa, o fenoloxidasa, facilita la conversión de los 

compuestos difenólicos a melanina, permitiéndole a C.neoformans/C.gattii 

desarrollarse en la madera en descomposición (Memorias INS, 2013). 

 

Por el contrario investigaciónes realizadas en Australia, Vancouver (Canadá), 

España, India, Brasil, Colombia (Castañeda et al., 2001; Colom et al., 2012; Costa 

et al., 2009; Ellis and Pfeiffer, 1990; Escandón et al., 2005; Grover et al., 2007; 

Kidd et al., 2004) entre otros países han logrado aislar la especie a partir de 

material vegetal, por lo que han concluido que existe una relación entre C.gattii y 

las distintas especies de árboles. Ésta especie ha ido aumentando en los últimos 

años no solo por los aislamientos hallados en el ambiente sino también por los 

reportes a nivel clínico. 
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8. CONCLUSIONES 

 
 

 De un total de 1214 muestras vegetales procesadas se obtuvieron 17 

muestras positivas correspondientes a 65 aislamientos ambientales. 

 

 Se detectó la presencia de C.neoformans en el perímetro urbano de las 

cabeceras municipales de Bordo y Coconuco, respaldando los posibles 

casos clínicos presentados en estas zonas. 

 

 Se observó que los aislamientos ambientales según los resultados 

arrojados por las pruebas bioquímicas y moleculares, correspondieron en 

un 100% a la var.grubii, serotipo A y patrón molecular VNI, siendo esta 

variedad la más cosmopolita.  

 

 Las variables ambientales como la humedad relativa y la temperatura son 

influyentes en el desarrollo del hongo, especialmente en los meses de 

temporada de lluvias en la cual se recuperó en mayor proporción con 

respecto a la época seca, asi como lo reportan varios estudios ecológicos. 
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9. RECOMENDACIONES 

 

 Debido a la baja recuperación de aislamientos de C. neoformans en las 

especies vegetales arbóreas, se recomienda a posteriores investigaciones 

seguir realizando muestreos ambientales en los distintos lugares de las 

cabeceras municipales como Santander de Quilichao, Bordo, Cajibio, 

Tímbio, Silvia y Coconuco durante un periodo de tiempo prolongado con el 

fin de aislar el hongo y observar la transitoriedad del mismo. 

 

 Para una mayor recuperación de C. neoformans en fuentes de tipo vegetal 

se aconseja realizar muestreos en árboles con materia en descomposición 

e igualmente en las oquedades. 

 
 

 Además de tener encuenta los factores ambientales del lugar, se 

recomienda registrar las variaciones climáticas en microhábitats (corteza, 

suelo, y oquedades) ya que podrían ser más favorables que las del medio 

ambiente externo, proporcionando a la levadura un hábitat más protegido.  

 

 Se recomienda a futuros estudios tener encuenta factores abióticos como 

radiación solar, precipitación y composición química del sustrato, asi mismo 

los bióticos como hongos y bacterias, los cuales influyen en el aislamiento y 

distribución de las especies C. neoformans/ C. gattii. 
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ANEXOS 

 

Anexo A: Controles de RFLP con el gen URA5. 
 

 
Carril 1 y 10: Marcador molécular de 100pb; carril 2-5 cepas estándar o controles 

VNI-VNIV y carril 6-9 VGI-VGIV. 

 
Anexo B: Amplificación del gen URA5 

 
 

Carril 1: marcador molécular de 100pb; carril 2-18 aislamientos ambientales 

generando un fragmento de 779pb. 
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Anexo C: Sitios de recuperación de C. neoformans en Bordo y Coconuco. 

 

 

 

Anexo D: Pisos térmicos según Método de Caldas 

 

 

  

Municipio Coordenadas Dirección Nombre %Colonias Árbol

N 2° 06'  41,1'' 

W 76° 59' 21,9''
Cra 8 N° 3 B/Pablo VI bajo 9.2%

N 2° 06'  40,6'' 

W 76° 59' 21,8''
Cra 8 N° 3 Centro Carcelario 16.9%

N 2° 06'  44,4'' 

W 76° 59' 10,6''
Cra 5 N° 3a Estación Policia 1.5%

N 2° 20'  51,2'' 

W 76° 29' 58,5''
Cra 1 N° 7a Parque principal 4.6% Pino

N 2° 20'  27,1'' 

W 76° 29' 49,5''

______
Loma 70.7% Eucalipto

AlmendroEl Bordo

Coconuco
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Anexo E: Lugares muestreados en Bordo 
 

Fuente: Image ©2015 GoogleGlobe 

 
Anexo F: Lugares muestreados en Santander de Quilichao 
  

. Fuente: Image ©2015 GoogleGlobe 
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Anexo G: Lugares muestreados en Coconuco 
 

Fuente: Image ©2015 GoogleGlobe 

Anexo H: Lugares muestreados en Silvia 
 

 
Fuente: Image ©2015 GoogleGlobe 
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.Anexo I: Lugares muestreados en Cajibio 

Fuente: Image ©2015 GoogleGlobe 
 

 Anexo J: Lugares de muestreados en Tímbio 

 Fuente: Image ©2015 GoogleGlobe 
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Anexo k: Inventario especies de árboles  
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Anexo L: Código aislamientos ambientales de C.neoformans registrados en el 

cepario del Grupo de Microbiología del Instituto Nacional de Salud. 
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