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RESUMEN

Cryptococcus neoformans es el agente de
la Blastomicosis Europea, Torulosis o
Cryptococcosis. Causa enfermedad en pacientes
inmunocomprometidos. Estos hongos viven en
distintos ambientes, penetran a los pulmones por
inhalacion y por diseminacion hematogena,
pueden comprometer el cerebro, meninges y
otros organos.

Enlos tejidos invadidos y en su habitat natural
se presenta con igual morfologia, como levaduras
gemantes globosas a ovales, de 4 a 7 u de diametro
aunque pueden verse células de 2 a 15 u, rodeadas
de una gran capsula de mucopolisacaridos que
duplica o triplica el diametro de las células.
Tipicamente son células simples o con un brote, en
ciertas lesiones pueden encontrarse cadenas cortas
de 2 a 3 células. Las levaduras estan ampliamente
separadas por espacios ocupados por sus capsulas.
El objetivo de este trabajo es informar la morfologia
atipica de un aislamiento de C. neoformans en tejidos
de organos: higado, bazo, rindon y cerebro
obtenidos por autopsia de una persona de sexo
masculino de 33 anos de edad. La Identificacion de
C. neoformans fue realizada por sus caracteres
morfologicos, cultivos y fenotipicos.

Bol. Micol. 2012; 27(2): 46-54

En higado, bazo y rinon se observaron
abundantes levaduras grmantes con gran capsula.
Algunas levaduras estaban unidas a las células
madres por una base ancha, lo cual no es
caracteristica de la especie. Presentaba marcada
asociacion entre células formando estructuras
caprichosas y muy desarrolladas con escasas
formas tipicas del hongo y pseudomicelios. En
cerebro fue mas frecuente la observacion de
elementos gemantes simples.

ABSTRACT

C. neoformans is the agent of the
Cryptococcosis, European Blastomycosis or
Torulosis. This fungus can cause disease in normal
individuals and in inmunocompromised patients.
Infection follows inhalation, but shows a remarkable
propensity to spread hematogenously to the brain
and meninges and even other organs. C.
neoformans is an encapsulated budding yeasts,
globular to oval in shape, 4 to 7 im in diameter not
including capsules, but cells from 2 to 15 im may
occur. The yeasts are surrounded by a large
mucopolysaccharide capsule which duplicates or
triplicates the cell diameter. Cells are typically single
or with one bud, but may be found in short chains
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of 2 to 3 cells. The yeasts are clearly separated by
spaces occupied by capsules.

The aim of this work is to communicate the
atypical morphology presented by a C. neoformans
strain isolated from liver, spleen, kidney and brain
tissue. Tissues were obtained through autopsy of a
33-year-old male patient without accurate cause of
death. The identification of C. neoformans was made
by its morphological, culture and phenotypical
characteristics.

In liver, spleen and kidney were observed
budding yeast abundant with large capsule and
numerous buds. The buds were linked to mather
cells by a wide base, which is not characteristic of
the species. Showed a strong association between
cells, without letting go of the parent cell, were
capricious and highly developed structures.
Presented few typical forms of the fungus and
pseudomycelia rudimentary. In brain was more often
observed budding simple elements.

INTRODUCCION

C. neoformans es el agente de la Criptococosis,
también llamada Torulosis o Blastomicosis Europea.
La Criptococosis constituye un grave problema de
salud publica mundial. Su agente, que vive en
distintos tipos de sustratos, penetra a los pulmones
por inhalacion y se disemina por via hematogena
con tendencia a comprometer al cerebro y meninges
y otros organos. Puede actuar como un hongo
patdgeno primario, capaz de enfermar a personas
aparentemente inmunocompetentes, pero es mas
frecuente su accion como oportunista asociado a
multiples causas predisponentes, en individuos
inmunocomprometidos, especialmente en pacientes
con SIDA (1-4).

La Criptococosis se ha incrementado desde
la aparicion del SIDA, llegando a ocupar el cuarto
lugar entre las infecciones acompanantes de esta
patologia, después de la pneumocistosis, la
candidiasis bucofaringea y la tuberculosis (4, 5). En
estos pacientes, su incidencia varia en diferentes
areas del planeta: entre el 5-10% en Europa occidental
y los Estados Unidos, y mas del 20% en Africa Central
y el sudeste de Asia. (6). Se estima que ocurren mas
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de 1 millon de casos nuevos de Criptococosis por
ano en el mundo en pacientes con SIDA, de los
cuales mueren mas de 650.000 por ano (7).

En la actualidad, esta entidad esta constituida
por un complejo de especies: el «Cryptococcus
neoformans complex»: que abarca 5 serotipos (A,
B, C, D, y AD) divididos sobre las bases de las
propiedades inmunologicas de los polisacaridos
capsulares (8, 9) y esta integrado por 2 especies: C.
neoformans (anteriormente denominado C.
neoformans var. neoformans, (serotipos Dy AD), la
variedad: C. neoformans var. grubii (abarca el
serotipo A), ambos con teleomorfo de Filobasidiella
neoformans var. neoformans 'y C. gattii
(anteriormente C. neoformans var. gattii), (serotipos
B y C) con teleomorfo en £ neoformans var.
bacillispora (8-10).

C. neoformans, y C. gattii presentan
diferencias clinicas, morfologicas, bioquimicas,
serologicas y epidemioldgicas (10-15). Los casos
por C. neoformans han sido descritos en todo el
mundo y el agente fue aislado de diferentes fuentes
naturales (19, 16), mientras que las infecciones por
C. gattii estan restringidas a las areas tropicales y
subtropicales. La ecologia de C. gattii es conocida
desde 1990, cuando se establecido su asociacion
ecologica especifica con Eucalyptus. camaldulensis
y posteriormente con E. tereticornis.. También se lo
ha relacionado con otras especies de Eucalyptus: E.
gomphocephala, E. rudis'y E. blakelyi (12,17, 20).
C. gattii fue, también, aislado de guano de
murciélago y de una colmena de avispa Polybia
occidentales (21, 22). C. neoformans es
responsable de la mayoria de los casos de
criptococcosis in pacientes inmunocomprometidos,
y C. gattii se asocia con infecciones en sujetos con
estado inmunoldgico normal (13, 23). En Ia
Argentina la mayoria de casos de criptococosis son
a C. neoformans, siendo raros los por C. gattii (24).

C. neoformans es un hongo monomorfico,
con igual morfologia en su vida saprofitica y en su
fase parasitaria. Es un hongo unicelular, sus células
son esféricas o elipsoidales, o de forma de limon de
3,5-7,5 x 3-7 u, con capsulas gruesas de
mucopolisacaridos que pueden llegar a triplicar el
diametro de la levadura y que representan el principal
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factor de virulencia del hongo (1, 2, 10, 25-28). Se
reproduce por gemacion, y los brotes pueden
producirse en cualquier lugar de las células
(brotacion multilateral) (25). No es capaz de formar
pseudonhifas o hifas, caracteristica importante para
su diferenciacion con Candida. La brotacion de las
células es sumecanismo asexuado de reproduccion.
Los brotes se unen a las células madres por una
base angosta (1, 2, 10, 25).

Se han reportado casos atipicos, ocasionales,
donde C. neoformans mostro alteraciones de forma
y de tamano (hasta 40 a 50 u de didmetro) en
criptococcosis experimental y en casos humanos,
en inmunocompetentes e inmunocomprometidos.
También, fue informada la formacion de cadenas de
levaduras brotantes, pseudohifas, estructuras
semejantes a tubos germinativos, hifas cortas
aberrantes y células altamente o pobremente
capsuladas (29-36).

Para contribuir al conocimiento de la diversidad
de formas que C. neoformans puede presentar, se
aporta la documentacion de formas atipicas
observadas en especimenes autopsiados de un
hombre de 33 anos de edad, donde, ademas de
algunas formas ya informadas, se observaron
células con citomorfologia no documentadas que
pueden confundirse con otras entidades flngicas.
El objeto es facilitar su identificacion y remarcar la
importancia de la visualizacion de la capsula y de la
ejecucion de propiedades fisiologicas para la
correcta identificacion del hongo.

MATERIALES Y METODOS

Muestras estudiadas: trozos de higado, bazo, rinén
y cerebro obtenidos por autopsia de una persona
de sexo masculino de 33 anos de edad, quien murio
sin diagnastico previo. Los trozos de 6rganos fueron
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triturados en morteros estériles para su observacion
microscopica y cultivos.

El Examen Directo de estos materiales fue realizado
en preparados en fresco montados con solucion
fisiologica y tinta china diluida, y en cortes
histologicos coloreados con hematoxilina-eosina.

Cultivos: se practicaron cultivos en medio de agar
Sabouraud con cloranfenicol. Se incubaron a 30° C
y 37° C durante 7 dias.

Identificacion de C. neoformans: fue realizada por
estudio de caracteres morfologicos, cultivos y
pruebas bioquimicas: produccion de ureasa en
medio agar urea de Christensen, produccion de
fenoloxidasa por obtencion de pigmento melanico
(color cafe) en agar semilla de girasol, determinacion
de su capacidad de fermentar aztcares usando agua
peptonada, purpura de bromocresol y glucosa como
fuente de carbono.

RESULTADOS

El examen directo con tinta china y
preparaciones coloreadas mostraron la presencia de
levaduras capsuladas, la mayoria con tamario entre
limites normales, y otras con diametro mayor a 10
u. Las muestras de cerebro presentaron,
predominantemente, células brotantes simples
acompanadas de pseudomicelios. En higado, bazo
y rifones se observaron abundantes levaduras con
capsulas de grosor variable que, generalmente,
duplicaban su didmetro. Las células se presentaron
unibrotantes y multibrotantes, con brotes
multilaterales y bipolares, cadenas de brotes y
pseudomicelios desde rudimentarios a muy
desarrollados, dando estructuras caprichosas, muy
complejas y formas ramificadas (Figura 1).
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Figura 1: Pseudomicelios muy desarrollados de C. neoformans, formando estructuras muy complejas y formas ramificadas.

Los blastoconidios presentaban forma variada:
globosos, claviformes, ovoides a muy alargados. Se
observaron blastoconidios unidos por una base
ancha a la célula madre. También células
dicotomicas sugiriendo ramificaciones ( Figuras 1E
y1Fy 2A, 2B, 2Cy 2D).

En la mayor parte de los pseudomicelios, las
células madres fueron claviformes, o con forma de
frasco, asentadas sobre su base ancha y brotante
por el extremo aguzado dando numerosos
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blastoconidios que permanecian unidos a las células
progenitoras (Figura 1A, 1B, 1Cy 1D y Figura 2C y
2D). También, formaron blastoconidios en su base
ancha (Figura 2D). En algunas células con brotacion
multilateral los blastoconidios eran de diferentes
tamanos y con distintos grados de desarrollo (Figura
3).

No se observaron conexiones en hebillas entre
células de los pseudomicelios.
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Figura 2: Blastoconidios de C. neoformans de formas variadas y unidos a la célula madre por una base
ancha (flechas).

Algunos pseudomicelios mostraronala célula
progenitora con ramificacion lateral, solitaria, Unica,
que, a diferencia de las tipicas brotaciones de
spseudomicelios, no tuvieron lugar en zonas de
union de brotes (Figura 4).

El hongo revirtio a su apariencia normal en
cultivos artificiales. Desarrollo dando colonias blancas
cremosas que, con el tiempo, fueron crema y del
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aspecto mucoso caracteristico, constituido por
levaduras brotantes, capsuladas, sin pigmentos
carotenoides, sin capacidad fermentativa y
productoras de ureasa, correspondiendo por estos
caracteres, al género Cryptococccus. La especie C.
neoformans fue identificada por su capacidad para
desarrollar a 37°C, formar fenoloxidasa y pigmento
melanico.
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DISCUSION

El aislamiento de C. neoformans
formo abundantes pseudomicelios de
estructuras muy desarrolladas,
superando en alto grado, la complejidad
de las cepas atipicas documentadas en
trabajos previos (29-31, 35, 36). Algunas
recuerdan los pseudomicelios de
Candida patégenas del hombre (con
excepcion de C. glabrata), a otras
levaduras y a algunos hongos
filamentosos. Como es sabido, la
ausencia de pseudomicelios y de
pseudohifas, junto a la formacion de
blastoconidios unidos a las células
madres por una base angosta y la
presencia de capsula, sirven de base
para la diferenciacion de C. neoformans
con otros hongos (1, 2, 25, 29). También
se observaron levaduras con tamarno
mayor que la tipica de la especie.

Esta es la primera documentacion
de C. neoformans con blastoconidios
unidos a las células progenitoras por una
base ancha, brotes distintos a los
esféricos o elipsoidales y brotes
laterales. Células con dicotomia, formas
ramificadas raras y formacion de
blastoconidios que, por su relacion con
la célula progenitora, recuerda la forma blastica
prolifera simpaddica de conididogenesis de hongos
filamentosos, donde |a célula progenitora tiene algun
tipo de crecimiento continuo después de la
produccion del primer conidio con secuencia
simpaddica, ya que, aparece un nuevo punto de
crecimiento a un lado o abajo del primer conidio (1
y 25). También son atipicos los pseudomicelios con
célula apical mayor que la precedente, ya que esto
caracteriza a las hifas verdaderas (Figura 4 A).

La abundancia de formas atipicas podria
sugerir que su formacion se relacione con la
naturaleza de los tejidos analizados. Sin embargo,
también se observaron formas atipicas en otros
materiales clinicos como las descriptas por
Cruickshank et al. y Paschoal et al. en pus y en liquido
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Figura 3. células .multibrotantes de C. neoformans con
blastoconidios multilaterales de diferentes tamanos,
formados a diferentes tiempos.

cefaloraquideo respectivamente (36, 37). De igual
manera, podria representar una capacidad de la cepa
del hongo.

También fue considerado que la formacion de
células atipicas y de pseudohifas de C. neoformans
tiene lugar en pacientes inmucomprometidos, en
especial con VIH (37), sin embargo, formaciones
similares fueron encontradas en individuos
inmunocompetentes (29, 31).

De manera similar, se considero que la
formacion de pseudohifas indica tendencia de la
cepa a formar su teleomorfo (2, 10, 29). Sin
embargo, en este caso, no se observaron
conexiones en hebilla que caracterizan al micelio
secundario de los Basidiomycetes y que preceden a
la formacion del teleomorfo.
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Figura 4: Brotacion de células, simple, lateral en
pseudomicelios de C. neoformans.

...

Las células con morfologia atipica de C.
neoformans pueden impedir, retardar o ser causa
de error y confusion con otros hongos durante el
diagnostico de criptococcosis, con graves
consecuencias para el paciente. Su reconocimiento
se complica en ausencia de otras caracteristicas
utiles para la identificacion, como seria la capsula.
Es por esto, que consideramos de gran valor la
documentacion y difusion de las todas las variantes
citomorfoldgicas de C. neoformans que ayuden al
pronto reconocimiento de cepas atipicas y orienten
la realizacion de estudios fisiologicos imprescindibles
para su identificacion.
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