
                 Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiología 2008; 28:61-65                  

 

Artículo original 
 

Cryptococcus spp. en Venezuela y su relación con el biotipo del MicroScan® 
 

Celina Péreza,*, Wendy Martíneza, Heidi Reyesb, Joel Torresb, Arantza Rosellóa, Claudia Hartunga, 
María Teresa Colellaa, Carolina Olaizolaa, Sofía Mataa 

 
aSección de Micología Médica, Instituto de Medicina Tropical, Universidad Central de Venezuela 

bLaboratorio de Micología, Hospital “Dr. Domingo Luciani” 
Caracas - Venezuela 

 
Recibido 13 de febrero de 2008; aceptado 30 de abril de 2008 

______________________________________________________________________________________________________________ 
 
Resumen: El lector del panel microbiológico automatizado autoScan®-4 detecta el crecimiento del hongo en diversos sustratos bioquími-
cos, presentes en los pozos de los paneles del MicroScan®. El propósito de este estudio fue relacionar el ¨biotipo¨ identificado por el 
MicroScan® con la especie causante de criptococosis, con el objeto de permitir una identificación en el menor tiempo posible. Se evalua-
ron 82 cepas de Cryptococcus spp. aisladas a partir de muestras clínicas entre 1995 y 2004. Para garantizar la pureza de las cepas, se 
realizó la identificación de las mismas por métodos convencionales; para identificar las especies se utilizó el medio L-canavanina-glicina-
azul de bromotimol (CGB). Se utilizó también el panel de identificación rápida de levaduras del MicroScan®, con el fin de determinar el 
¨biotipo¨. El MicroScan® reveló 27 diferentes ¨biotipos¨. De los 82 aislados tipificados con el uso del medio CGB, el 91,46 % correspon-
dieron a C. neoformans y 8,54 % a C. gattii. No se encontró una diferencia significativa entre los ¨biotipos¨ y las especies (p>0,05). Sin 
embargo, se encontró significancia estadística entre las especies C. gattii y C. neoformans y la asimilación de p-nitrofenil-N-acetil-ß-D-
glucosamina (NAG) (p<0,05). El panel de identificación rápida de levaduras del MicroScan® no fue capaz de diferenciar ambas especies. 
 
Palabras claves: Cryptococcus spp, C. neoformans, C. gattii, identificación automatizada, Biotipos, MicroScan® 
 

Cryptococcus spp. in Venezuela and its relationship with the MicroScan® biotype 
 
Abstract: The automated reader of the AutoScan® -4 microbiological panels detects fungi growth in various biological substrates present 
in the MicroScan® panel wells. The purpose of this study was to relate the biotype identified by the MicroScan® with the species causing 
the criptococcosis, in order to obtain identification in the shortest possible period. The evaluation included 82 Cryptococcus spp. strains 
isolated from clinical samples between 1995 and 2004. To guarantee the purity of the strains they were also identified by conventional 
methods; to identify the species we used L-canavanin-glycine-bromthymol blue medium (CGB). We also used the fast yeast identification 
MicroScan® panel with the purpose of determining the “biotype”. The MicroScan® revealed 27 different “biotypes”. Of the 82 isolates 
typed with the CGB medium, 91.46% corresponded to C. neoformans and 8.5% to C. gattii. No significant difference was found among 
the “biotypes” and the species (p<0,05). Nevertheless, there was a statistically significant difference between the assimilation of p-
nitrophenil-N-acetyl-ß-D-glucosamine (NAG) (p<0.05) by the C. gattii and the C. neoformans species. The fast yeast identification Mi-
croScan® panel was not able to differentiate between both species. 
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Introducción 
 
 Cryptococcus neoformans, seguido de Cryptococcus 
gattii, son levaduras de importancia médica, que originan 
enfermedad respiratoria y meningoencefalitis, potencial-
mente fatales tanto en humanos como en animales. La 
criptococosis humana se desarrolla luego de efectuarse la 
exposición ambiental y la inhalación de las levaduras [1-
4]. 

 Evans en los años 50 y Wilson y col. en 1968, reporta-
ron la presencia de 4 serotipos diferentes, entre los cuales 
están los serotipos A y D pertenecientes a C. neoformans 
var neoformans y los serotipos B y C, pertenecientes a C. 
neoformans var gattii [5-7]. Posteriormente Bennett y 
col. en 1978 encontraron diferencias bioquímicas entre 
ambas variedades [8]. 
 Para el año 2004, debido a diferencias ecológicas, 
morfológicas, bioquímicas, serológicas y actualmente 
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moleculares (como la presencia de las secuencias de 
diversos genes: URA5, CnLAC, CAP59, CAP64 y IGS, 
entre otros y su relación filogenética), C. neoformans var 
gattii, ha sido elevado al nivel de especie. Por tal motivo, 
C. neoformans var neoformans es considerado ahora C. 
neoformans y C. neoformans var gattii como C. gattii, 
cada uno con sus respectivos serotipos [1,8-14]. 
 Se han encontrado diferencias en la distribución geo-
gráfica de las 2 especies antes mencionadas. C. neofor-
mans es cosmopolita, mientras que C. gattii está restrin-
gido a regiones tropicales y subtropicales, entre las cuales 
se encuentran Australia, Brasil, Camboya, Hawai, Sur de 
California, Méjico, Paraguay, Tailandia, Vietnam, Nepal 
y África Central. En estas áreas, C. gattii puede represen-
tar más del 35% de las cepas aisladas. C. neoformans se 
ha aislado de diversas fuentes ambientales, como por 
ejemplo excretas de palomas, trozos de madera y frutas 
en descomposición, entre otras; mientras que C. gattii se 
ha aislado de los árboles de eucaliptos y almendros, de 
guano de murciélagos y de colmena de avispas de la 
especie Polybia occidentalis [1-3,15-43]. Es infrecuente 
la incidencia de casos de criptococosis causados por C. 
gattii en pacientes inmunocompetentes; la razón de este 
hecho no se conoce. Sin embargo, es bien conocido que 
el principal factor de riesgo para adquirir la infección por 
estas especies de micetos, es la exposición ambiental 
[1,15-19,22-23,25,27,28,30,31,35]. 
 En Venezuela sólo existe un reporte de serotipos de 
Cryptococcus aislados a partir de muestras clínicas, en 
donde de 27 aislados se identificaron 63% del serotipo A, 
29% del serotipo B, 4% serotipo D y el resto, un 4% no 
tipificables [44]. 
 La identificación rutinaria de este género de levaduras, 
incluye: examen macroscópico de las colonias, examen 
microscópico con tinta china, diversas pruebas bioquími-
cas como la prueba de ureasa, el auxanograma, utiliza-
ción de la enzima difenoloxidasa, y para la identificación 
de especie la utilización del medio de canavanina-glicina-
azul de bromotimol (CGB), entre otras, las cuales con-
sumen un tiempo considerable en su realización [45-51]. 
 Existe en la literatura otra técnica para la identificación 
de especies la cual fue introducida por Dufait en 1987, 
con el fin de acelerar este proceso. La misma se basa en 
la capacidad de C. gattii de asimilar D-prolina. Sin em-
bargo, esta técnica no ha sido ampliamente utilizada 
debido a su alto costo [52]. 
 Entre los métodos de identificación automatizada se 
encuentra el lector del panel microbiológico automatiza-
do autoScan®-4, que utiliza un sistema óptico con el 
objeto de detectar el crecimiento fúngico en los pozos de 
los paneles del MicroScan®. La identificación de deter-
minada levadura se realiza al observar cambios específi-
cos de color en los pozos, los cuales poseen diversos 
sustratos (prueba bioquímica) y  dependiendo de los 
sustratos asimilados se le otorga un número al resultado 
del panel, al cual se le denomina ¨biotipo¨. El uso de esta 
técnica implica una disminución de personal especializa-
do y del tiempo de emisión de un resultado [53]. 

 Debido a las diferencias epidemiológicas observadas 
entre las cepas de C. neoformans y C. gattii obtenidas a 
partir de muestras clínicas de pacientes, se hace necesario 
identificar correctamente la especie aislada. Por lo tanto, 
el propósito de este estudio fue determinar sí los biotipos 
obtenidos por el MicroScan® al estudiar las levaduras de 
Cryptococcus spp., son lo suficientemente discriminati-
vos para su identificación a nivel de especie. 
 
Materiales y Métodos 
 
 Se estudiaron 82 cepas de Cryptococcus spp. aisladas 
de muestras clínicas de pacientes con criptococosis entre 
1995-2004, procedentes del Departamento de Micología 
del Instituto Nacional de Higiene y de la Sección de 
Micología Médica del Instituto de Medicina Tropical. 
Las mismas se encontraban mantenidas por el método de 
Castellani [54,55]. 
 Se utilizaron cepas de control donadas por el Departa-
mento de Micología del Instituto Nacional de Higiene, 
entre las cuales se encontraban 3 cepas autóctonas: C. 
neoformans serotipo A (L-412000-158), C. neoformans 
serotipo D (L-412000-161), C. gattii serotipo C (L-
412000-160), y por último, una originaria de Bélgica, C. 
gattii serotipo B (IHEM-4164). Las mismas también se 
encontraban mantenidas por el método de Castellani. 
 Luego de realizar los subcultivos a partir del agua en el 
medio agar Sabouraud, con el fin de asegurar la pureza 
de la cepa, se efectuó la identificación de las especies 
mediante el uso de los métodos convencionales. Las 
cepas fueron identificadas por la morfología de las colo-
nias, la presencia de cápsula, la forma de la levadura, la 
termotolerancia, la prueba de ureasa y el auxanograma. 
Se determinó la producción de la enzima difenoloxidasa 
al usar el medio de agar Staib [45,47,49,50]. 
 Se realizó la siembra en el medio de CGB, incubado a 
28oC por 5 días [51]. Los resultados fueron evaluados de 
la siguiente manera: la ausencia de un cambio de color 
(color amarillo-verdoso), se consideró como C. neofor-
mans; el cambio de color del medio a un azul cobalto, 
como C. gattii. 
 Por último, se efectuó la identificación por el método 
automatizado, con las placas de identificación rápida para 
levaduras MicroScan®, para lo cual se siguieron las espe-
cificaciones del manual del operador, con el objeto de 
determinar el ¨biotipo¨ [53]. 
 Para el análisis estadístico se utilizó estadística descrip-
tiva. Se determinaron frecuencias y porcentajes. Para la 
comparación y el análisis de los resultados se utilizó la 
prueba exacta de Fisher (dos colas). Las diferencias fue-
ron consideradas significativas con una p: < 0,05. 
 
Resultados 
 
 Todos los aislados evaluados mediante el uso de méto-
dos convencionales fueron identificados como Crypto-
coccus spp. 
 De los 82 aislados sembrados en el medio CGB, el 
91,46% (n=75) fueron C. neoformans y el 8,54% (n=7) 
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fueron identificados como C. gattii. Las cepas controles 
arrojaron los resultados esperados. Las placas de identifi-
cación rápida para levaduras MicroScan® revelaron 27 
¨biotipos¨ diferentes. No se encontraron diferencias signi-
ficativas entre los diferentes ¨biotipos¨ y las especies de 
Cryptococcus identificadas (p>0,05). Sin embargo, se 
encontró una diferencia estadísticamente significativa 
entre C. neoformans y C. gattii y la capacidad de asimila-
ción de p-nitrofenil-N-acetil-ß-D-glucosamina (NAG) 
(p=0,0236). (Tabla 1). 

Discusión 
 
 En Venezuela se desconoce la prevalencia de Crypto-
coccus spp. entre los aislados de muestras clínicas, ya 
que son escasos los reportes que incluyen el estudio de 
las especies [44]. 
 
 

 
   Tabla 1: Número de “biotipo” arrojado por el autoscan®-4 y sustratos asimilados con las placas de identificación rápida para levaduras 
   Microscan®, según la especie C. neoformans o C. gattii. 
 

C. neoformans C. gattii      Total Biotipo Sustrato 
N° % N° % N° % 

000-040-000 URE 2 2,67 0 0,00 2 2,44 

000-040-004 URE,NAG 11 14,67 2 28,57 13 15,85 

000-040-024 URE,NAG,BDF 2 2,67 0 0,00 2 2,44 

000-040-040 URE,AGL1 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

000-040-044 URE,NAG,AGL2 8 10,67 0 0,00 8 9,76 

000-042-004 URE,NAG,SUC2 5 6,67 0 0,00 5 6,10 

000-042-024 URE,NAG,SUC2,BDF 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

000-042-040 URE,AGL2,SUC2 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

000-042-044 URE,NAG,AGL2,SUC2 7 9,33 0 0,00 7 8,54 

000-060-004 URE,NAG 1 1,33 1 14,29 2 2,44 

001-040-024 URE,NAG,BDF,AARG 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

002-040-000 URE,GLPR 0 0,00 1 14,29 1 1,22 

002-040-004 URE,NAG,GLPR 9 12,00 1 14,29 10 12,20 

002-040-040 URE,AGL2,GLPR 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

002-040-044 URE,NAG,AGL2,GLPR 3 4,00 0 0,00 3 3,66 

002-042-000 URE,GLPR,SUC2 0 0,00 1 14,29 1 1,22 

002-042-004 URE,NAG,GLPR,SUC2 6 8,00 0 0,00 6 7,32 

002-042-024 URE,NAG,GLPR,SUC2,BDF 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

002-042-044 URE,AGL2,NAG,GLPR,SUC2 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

002-060-044 URE,NAG,AGL2,GLPR,IDX 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

002-062-044 URE,NAG,GLPR,SUC2,AGL2,IDX 2 2,67 0 0,00 2 2,44 

002-240-004 LYAL,URE,NAG,GLPR 0 0,00     1 14,29 1 1,22 

003-040-004 URE,NAG,GLPR,AARG 3 4,00 0 0,00 3 3,66 

003-040-044 URE,NAG,AGL2,GLPR,AARG 3 4,00 0 0,00 3 3,66 

003-042-004 URE,NAG,GLPR,SUC2,AARG 3 4,00 0 0,00 3 3,66 

003-042-044 URE,AGL2,NAG,GLPR,SUC2,AARG 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

003-442-044 LYAL,URE,AGL2,NAG,GLPR,SUC2,AARG 1 1,33 0 0,00 1 1,22 

  Total 75 100,00 7 100,00 82 100,00 

(p >0,05)      
 
  HPR: Hidroxiprolina-β-Naftilamida; ILE: L-Isoleucina-β-Naftilamida; PRO: L-Prolina-β-Naftilamida; TYR: L-Tirosina-β-Naftilamida; GLY: 
  Glicina-β-Naftilamida; GGLY: Glicilglicina-β-Naftilamida; GLAR: Glicil-L-Arginina-4-Metoxi-β-Naftilamida; GLPR: Glicil-L-Prolina-4-Me- 
  to xi-β-Naftilamida; AARG: L-Arginil-L-Arginina-β-Naftilamida; LYAL: L-Lisil-L-Alanina-4-Metoxi-β-Naftilamida; ALA: L-Alanina-4-Meto- 
  xi-β-Naftilamida; STY: L-Seril-L-Tirosina-β-Naftilamida; URE: Urea; IDX: 3-Indoxil Fosfato; HIS: L-Histidina-β-Naftilamida; SUC1: Saca- 
  rosa; SUC2: Sacarosa; TRE Trehalosa; AGL1: p-Nitrofenil-α-D-Glucopiranósido; AGL2:∗ p-Nitrofenil-α-D-Glucopiranósido; BGL: p-Nitro- 
  fenil-β-D-Glucopiranósido; BGAL: o-Nitrofenil-β-D-Galactopiranósido; BDF: p-Nitrofenil-β-Fucopiranósido; AGAL: p-Nitrofenil-α-D-Galac- 
  topiranósido; NAG: p-Nitrofenil-N-Acetil-β-D-Glucosamina; CELL: p-Nitrofenil-β-D-Celobiosa; NGAL: p-Nitrofenil-N-Acetil-β-D-Galacto-  
  samina. 
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 Los centros de referencia para el diagnostico de las mi-
cosis, identifican generalmente el hongo en los cultivos de 
rutina solo hasta nivel de género. Para simplificar la identi-
ficación hasta el nivel de especie de estos micetos, seria de 
gran interés poder recurrir a métodos automatizados. 
 
 En este estudio se utilizó el medio CGB [51] encontrán-
dose que había un 91,46% de C. neoformans, y sólo un 
8,54% de C. gattii. El equipo automatizado generó 27 
¨biotipos¨ diferentes. No se demostró una relación entre el 
¨biotipo¨ emitido por el equipo automatizado y las especies 
identificadas con el medio CGB. 
 El medio CGB emplea glicina como única fuente de 
carbono y nitrógeno, siendo el sulfato de L-canavanina el 
compuesto que ayuda a la tipificación de ambas especies. 
C. gattii metaboliza dicho compuesto alcalinizando el 
medio, por lo cual vira el color a azul cobalto; C. neofor-
mans no lo utiliza permaneciendo el medio del color origi-
nal [51]. 
 Es de hacer notar que el panel para la identificación de 
levaduras contiene glicina, compuesto que forma parte del 
medio CGB, pero en sus diferentes isoformas: Glicina-β-
Naftilamida (GLY), Glicilglicina-β-Naftilamida (GGLY), 
Glicil-L-Arginina-4-Metoxi-β-Naftilamida (GLAR) y 
Glicil-L-Prolina-4-Metoxi-β-Naftilamida (GLPR). Ningu-
na de las dos especies asimiló los sustratos GLY, GGLY, 
GLAR, por lo cual nos planteamos que la glicina no debe 
ser la única fuente de carbono y/o de nitrógeno en el medio 
CGB y que las isoformas de glicina, utilizadas en el panel 
de identificación automatizada, no son las isoformas ade-
cuadas para identificar Cryptococcus spp. [53]. 
 Así mismo, la técnica de identificación de C. neofor-
mans/C. gattii de Dufait, establece que C. gattii tiene la 
capacidad de asimilar D-prolina [52]. El panel de identifi-
cación rápida para levaduras tiene sustratos contentivos de 
L-prolina (HPR y  PRO). En este estudio ninguno de los 
aislados de C. gattii asimiló dicho compuesto en el método 
automatizado, lo cual corrobora lo indicado por Dufait. 
 Aunque se encontraron diferencias significativas entre el 
sustrato asimilado NAG y las especies evaluadas, este 
hallazgo no se puede generalizar puesto que el número de 
aislados de C. gattii fue escaso. Con este estudio podemos 
afirmar que el sistema automatizado, conformado por las 
placas de identificación rápida para levaduras MicroScan®, 
fue incapaz de diferenciar ambas especies: C. neoformans 
y C. gattii. Por lo tanto, el medio CGB [51,56] sigue repre-
sentando la forma más apropiada de determinar las mis-
mas. 
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