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1. Introduccion

Las levaduras del complejo de especies Cryptococcus neoformans (San Felice) Vuillemin®®! y
Cryptococcus gattii (Vanbreuseghem y Takashio) Kwon-Chung y Boekhout’*!*son hongos
oportunistas causantes de micosis sistémicas en humanos y otros mamiferos. Desde el siglo
XVIII se describieron como agentes etioldgicos de torulopsis, blastomicosis o enfermedad de
Busse-Buschke,®14120 nombres que recibia este padecimiento y que actualmente se conoce
como criptococosis.

En un inicio los agentes causantes de criptococosis se agrupaban en una sola especie; sin
embargo, en la década de 1950 Evans* y colaboradores, al estudiar las reacciones de
aglutinacion en sueros biologicos descubrieron que existian variaciones seroldgicas entre los
aislamientos reportados con anterioridad. Con base en estos resultados se caracterizaron tres
serotipos: A, B y C. Una década después se reportaria un cuarto serotipo D con los trabajos de
Wilson y colaboradores.*®

Por otra parte, Vanbreuseghem y Takashio (1970) observaron una morfologia atipica en un
aislamiento realizado por Gatti y Eeckels; al presentar levaduras elipticas propusieron nombrar
a éste variedad gattii diferente a las levaduras de morfologia tradicional, redondas y esféricas,
denominadas también variedad neoformans.!!

Las diferencias entre ambas variedades se evidenciaron aun méas cuando se descubri6 que
éstas tenian la capacidad de reproducirse por mecanismos de tipo sexual. La compatibilidad
sexual entre los serotipos identificados, asi como la morfologia de las estructuras
reproductivas marcaron la linea para separarlas y re clasificarlas en dos especies distintas;

C. neoformans con los serotipos Ay D y C. gattii serotipos B y C.546

Estudios posteriores determinaron otras discordancias entre ambas especies; por ejemplo, el
nicho ecoldgico, la patogenia, bioquimica y biologia molecular son las principales ramas en

la biotipificacion de C. neoformans y C. gattii.3"®%6770117 Asimismo, los andlisis
filogenéticos son herramientas utilizadas en la clasificacion de ambas especies, las cuales se

ha propuesto considerar como un complejo de especies por su diversidad geno y fenotipica.



1.1 El género Cryptococcus

Actualmente, el género Cryptococcus incluye méas de 100 especies de hongos en estado
asexual.** Solo dos, C. neoformans y C. gattii, se han reportado como principales
patogenos del humano causantes de infecciones sistémicas de tipo oportunista.

En el cuadro 1 se mencionan las principales caracteristicas morfologicas del género

Cryptococcus que los diferencian de otras levaduras de interés médico.

adro Aspecto OIrTOIOQICOS que alrere aln a Io PDTOCO e otra evad a
patdgena
Cryptococcus Candida Saccharomyces Trichosporon
Capsula + - - -
Pseudohifas * + - +
Artrosporas - - - +
Ascosporas - + + -
Basidiosporas + - - +
«En bajo porcentaje.
Tomado y modificado de A. Bonifaz, 2010.°

Los criptococos son caracterizados morfolégicamente por presentar un talo levaduriforme,
ocasionalmente formador de pseudomicelio, con células redondas u ovales rodeadas de una
capsula con la cual llegan a medir 20 um de diametro, mientras que las células sin la
capsula miden de 3 a 8 um.'*® Estas pueden visualizarse en un microscopio 6ptico con una
preparacion instantdnea de tinta china (Figura 1.c). La cépsula estd compuesta
principalmente de polisacaridos glucoronoxylomananos (xilosa, manosa Yy 4cido
glucurdnico) que, de acuerdo con la distribucion y proporcion de los componentes, le
confiere identidad estereoquimica a cada uno de los cinco serotipos principales del
complejo de especies C. neoformans/C. gattii (Cuadro 4).1°

La morfologia macroscopica es muy parecida a la de otras levaduras: en agar dextrosa
Sabouraud sin antibioticos se observan colonias circulares de margenes enteros, color
blanco amarillento y de aspecto seco (Figura 1.a) o consistencia mucoide, parecido a la

leche condensada.® En medios con sustratos fendlicos como los que se encuentran en la
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semilla de niger (Guizotia abyssinica) las colonias de C. neoformans y C. gattii desarrollan
una pigmentacion color marrén (Figura 1.b),1% lo cual representa una caracteristica
importante de estos microorganismos Util para diferenciarlos de otras especies de

Cryptococcus.

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas del complejo de especies C. neoformans/C. gattii; a)
Morfologia macroscépica de las colonias en agar Sabouraud; b) Colonias color marron en
agar semilla de niger (Guizotia abyssinica); ¢) Morfologia microscépica de las levaduras

capsuladas en una preparacion fresca con tinta china.

En sus primeras observaciones, estas levaduras se habian clasificado dentro del género
Saccharomyces; sin embargo, Jean Paul Vuillemin en 1901, al examinar algunos aislados y
no encontrar ascosporas ni fermentacion de carbohidratos, las clasificé dentro el género
Cryptococcus.!'! En el cuadro 2 se muestra la clasificacion taxonémica actual de este

género.

Cuadro 2. Clasificacién taxonémica del género Cryptococcus

Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Orden: Tremellales
Familia: Tremellaceae

Tomado del Sistema de Informacion de Biodiversidad.!




1.1.1 Ciclo de vida

Los criptococos generalmente se reproducen de manera clonal por gemacion simple o
mltiple, a este estado se le denomina anamorfo o fase asexual de su ciclo de vida.1®

Por mucho tiempo se creia que Cryptococcus neoformans y C. gattii solamente se
reproducian de manera asexual; sin embargo, en la década de 1970, Kwon-Chung vy
colaboradores reportaron el estado teleomorfo, o sexual, generado in vitro bajo condiciones
de estrés desfavorables para el crecimiento 6ptimo del hongo como: la escasez de
nutrientes, el estrés osmotico y oxidativo y los cambios drasticos de temperatura.

El descubrimiento de la fase sexual provocé la reorganizacion del complejo de especies
Cryptococcus neoformans/C. gattii dentro el género Filobasidiella del grupo de los
Basidiomycetes (F. neoformans y F. bacillispora respectivamente).®®

En estudios posteriores se demostréo que el proceso de apareamiento sexual entre dos
células fértiles inicia con la produccién de feromonas, proceso dirigido por un solo locus
con dos alelos: el a'y el .5 ® Las células, al reconocerse, se fusionan (plasmogamia) para
formar hifas dicaridticas (n+n) con conexiones entre si en forma de gancho (fibulas). A
través de éstas, los nucleos se multiplican y migran hasta el apice de las hifas en donde se
desarrollaran los conidios o basidios (2n). Finalmente, los nucleos se recombinan
(cariogamia) y producen cuatro hileras de basidiosporas (n) que pueden iniciar un nuevo
ciclo sexual o asexual (figura 2).5" Al ser dispersadas, las esporas pueden sintetizar material
polisacarido y producir células encapsuladas, o bien, pueden reducir su tamafio a causa de
la desecacion y permanecer en un estado de latencia como propagulos infecciosos que, por
su tamano, se les facilita ingresar a los alvéolos pulmonares y capilares del hospedero.

Por otro lado, ademéas de un apareamiento tipico a-a se ha encontrado que células del
mismo tipo sexual, principalmente a, pueden formar hifas diploides (n+n) por mecanismos
de endoreplicacion o por la fusion al azar de dos células con el mismo factor de
compatibilidad. El proceso también culmina con la formacion de basidiosporas
recombinantes atipicas lo cual es conocido como fructificacion monocarionte (haploide) o
reproduccion unisexual (figura 2).1*

Al tener la capacidad de reproducirse mediante diferentes mecanismos que generan

variabilidad bioldgica, C. neoformans y C. gattii presentan una alta complejidad feno y



genotipica que les permite una mayor adaptacion y la generacion de propagulos

infecciosos.*®
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Figura 2. Ciclo de vida de Cryptococcus neoformans/C. gattii; 1) Reproduccion clonal de
basidiosporas y levaduras; Il) Apareamiento entre células a-o; I11) Micelio dicariético con
clamidias a y o; 1V) Cariogamia y subsecuente meiosis en el basidio; V) Fructificacion
dicaridtica con la produccion de basidiosporas o y a haploides; VI) Apareamiento entre
células a-o; VII) Micelio monocaridtico con clamidosporas haploides (n);  VIII)
Recombinacion anormal postmitética; IX) Fructificacion monocari6tica con produccion de

basidiosporas a.

1.1.2 Ecologia

Cada una de las especies del complejo C. neoformans/C. gattii ha sido aislada a partir de
sustratos naturales diversos. Los arboles y otros sustratos organicos como frutas y detritos
vegetales, son los principales materiales donde se puede encontrar a estas levaduras en su
forma saprobia.t%72910% | 3 especie C. neoformans se ha aislado, ademas, de materia fecal y
cloacas de palomas (Columbia livia) y otras aves pequefias, mismas que pueden estar
relacionadas directamente con la dispersion y distribucion de este hongo.3®7997104 | 5
especie C. gattii inicialmente se asocié a zonas de clima y vegetacion restringida,
especialmente con arboles de eucaliptos en areas tropicales y subtropicales;?®% sin

embargo, en las ultimas décadas se ha comprobado que su distribucion geogréafica es mucho



mas amplia de lo que se pensaba. Australia, Colombia, México, Canada y Estados Unidos
son algunos de los paises que han reportado aislamientos virulentos de C. gattii.1393108
Dado que ninguna de las dos especies se asocia con vegetales especificos, se postula que C.
neoformans y C. gattii pueden ser levaduras endo epifitas que han desarrollado una
asociacion biotrofica con la planta huésped. Esta al florecer, promueve la germinacion de
los basidios con la produccion de largas cadenas de basidiosporas que, al ser dispersadas, se
convierten en propagulos infecciosos para el humano y otros mamiferos, aunque también
pueden permanecer en el tejido meristematico de la planta y desarrollar nuevamente la fase
filamentosa iniciando asi otro ciclo micelial 294’

Los criptococos son eliminados rapidamente a causa de factores abidticos o bidticos
(condiciones ambientales extremas, competencia con bacterias y/o depredacion de amebas
y acaros) pero cuando se conservan en ciertos sitios pueden permanecer metabolicamente
inactivos hasta que las condiciones medioambientales son Optimas para su

proliferacion, %1%

1.1.3 Fisiologia y virulencia

La fisiologia de cualquier microorganismo patdgeno es de especial interés en la
comprension y estudio de su virulencia. Especificamente, los hongos se caracterizan
metabdlicamente por secretar enzimas al medio que degradar sustratos para su nutricion.
Muchas de estas enzimas son ampliamente estudiadas en el complejo de especies C.
neoformans/C. gattii y su influencia en la virulencia se ha comprobado en modelos
murinos. Algunas de estas enzimas asociadas a la virulencia se muestran en el cuadro
3.29,49,55,87,102

La sintesis de un pigmento meléanico, generado por la actividad catalitica de la lacasa frente
a sustratos difendlicos como la 3,4-dihydroxilfenilalanina o L-dopamina, es un factor que
influye en la virulencia de estos hongos.?1%7116 | a actividad de la lacasa es mas eficiente
en las especies del complejo C. neoformans/C. gattii y la composicion estructural del
pigmento melanico varia dependiendo del sustrato utilizado.®® Este pigmento es insoluble
en agua y tiene la propiedad de ser indetectable para el sistema inmunitario del hospedero.

Ademas, les confiere resistencia a ciertos antifingicos como la caspofungina y la



anfotericina B; en el ambiente, la melanina protege a las células de la radiacion solar la
desecacion y de las temperaturas extremas, 189104

La cépsula de polisacéaridos (glucoronoxylomamanos y galactoxylomananos en mayor
proporcion),®-°2 ademas de ser un caracter serologico diferencial, es otro factor que se ha
asociado fuertemente a la virulencia de C. neoformans/gattii.?’ El tamafio de la capsula
varia dependiendo de las condiciones medioambientales y, dentro del hospedero, les
confiere mayor resistencia fagocitica ante los macrofagos.®? Asimismo, C.
neoformans/gattii excretan componentes capsulares que actlan directamente sobre el
hospedero provocando la disfuncionalidad de los macrofagos y lisis celular de los
mismos. #1110

La capacidad de crecimiento a 37°C es esencial para que los criptococos se desarrollen
dentro del cuerpo humano. C. neoformans es inactivo a temperaturas mayores a 40 °C,
como la temperatura fisiologica de las palomas y otras aves, pues ésta funciona como un
fungistatico que no le permite crecer ni colonizar los 6rganos del hospedero.> En general,
las especies del género Cryptococcus pueden crecer bien a temperatura ambiental (25 °C).
En el cuadro 3 se mencionan algunos factores fisiologicos que influyen en la virulencia del
complejo de especies C. neoformans/C. gattii, en comparacion con otras especies del

mismo género.



Cuadro 3. Principales factores de virulencia del complejo de especies

C. neoformans/C. gattii

Caracteristica

Propiedad

C. neoformans/
C. gattii

C. laurentii

C. albidus

C. podzolicus

Proteinasas

Desintegran
colégeno,
elastina 'y

fibrindgeno.

Fosfolipasas

Degradacion
de la
membrana y
lisis celular de
macrofagos.

Ureasas

Facilitan la
diseminacion
hematogena y
la inclusion al

SNC.

Lacasas

Permiten la
evasion del
sistema
inmune y
confiere
resistencia
antifangica.

Cépsula

Resistencia a
macrofagos

Crecimiento a
mas de 37 °C

Les permite
sobrevivir
dentro el
cuerpo
humano.

1.1.4 Estudios bioquimicos y moleculares

Los métodos bioquimicos y moleculares son los mas utilizados en el estudio geno y

fenotipico del complejo de especies C. neoformans/C. gattii. Para diferenciarlos de otras

levaduras patogenas, la produccion de ureasas en agar urea es una prueba bioquimica que

permite la identificacion de estos hongos in vitro (Figura 3.a).



Un cardcter fenotipico que permite diferenciar especificamente a C. neoformans de C. gattii
fue descrito por Kwon-Chung y colaboradores cuando probaron L-canavanina y glicina
como fuente de carbono y nitrdgeno en el crecimiento de estas levaduras. Al agregar azul
de bromotimol (indicador de pH) en el medio de cultivo agar canavanina-glicina (CGB)
descubrieron que C. gattii asimila a la glicina y muestra resistencia a la canavanina, lo cual
queda demostrado por un cambio de color en el medio de cultivo, de amarillo a azul-
cobalto (Figura 3.b), como resultado de un aumento en la escala de pH (de 5.8 a 7.0
aproximadamente) generado por los metabolitos del hongo que, por el contrario, los

aislados de C.neoformans no generan, a excepcion de un porcentaje bajo de aislados (~3%)

}

que asimilan la glicina y viran el color del medio CGB a un amarillo-verdoso.>*¢’

R A

Figura 3. Pruebas bioguimicas de rutina en la identificacion del género y especie del
complejo C. neoformans/C, gattii; a) Agar urea. lzquierda: reaccién positiva a la actividad
de ureasas; b) Agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB). lzquierda: reaccion
positiva al CGB.

La induccion de la fase filamentosa (Filobasidiella sp.) es un proceso que se ha observado
in vitro bajo condiciones de cultivo desfavorables para el hongo como la inanicion de
nutrientes, presencia de inositol y cobre, bajas concentraciones de CO2 y periodos
prolongados de oscuridad.?5%® |a capacidad de apareamiento de los aislados esta
determinada por la activacion de un grupo de genes localizados en la region MAT del
genoma fangico, incluidos los genes que participan en la produccion y deteccion de

feromonas, mismos que dan identidad sexual a cada una de las células (a 0 a).*®"



Existen otras diferencias a nivel genético entre C. neoformans y C. gattii que han influido
en la subclasificacion dos variedades, un hibrido y siete genotipos principales (Cuadro 3).

Las técnicas moleculares mas utilizadas en el estudio genotipico del complejo de especies
C. neoformans/C. gattii son: la huella digital o PCR-FP (fingerprinting) que usa como
oligonucledtido el minisatélite especifico ‘core’ M13 para amplificar fragmentos de ADN
polimorfico al azar, la amplificacion por PCR- RFLP (polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion) con enzimas de restriccion especificas para los genes URAD5,
CAP59, GEF1 y PLB1, la PCR- AFLP (amplificacién de fragmentos de longitud

polimérficos), los cariotipos y espectrometria de masa MALDI-TOF 3542515284

Cuadro 4. Clasificacion de biotipos del complejo de especies C. neoformans/C.

gattii
Especie/variedad Serotipo* Genotipo molecular**
C. neoformans var. grubii A VNI, VNII
C. neoformans var. neoformans D VNIV
C. neoformans hibrido AD VNIII
C. gattii B VGI
B VGII
BoC VGl
BoC VGIV
Modificado de *Bovers et al, 20062 y **Meyer et al, 20038

1.2 El genoma del complejo de especies C. neoformans/C. gattii

Las comparaciones entre el genoma de C. neoformans y C. gattii permiten el estudio de los
microarreglos involucrados en la expresion de ciertas caracteristicas que, combinado con el
mapeo Y la secuenciacion, son una herramienta determinante en la caracterizacion de cepas
virulentas existentes o emergentes.®® Asimismo, el analisis de su genoma puede aportar
informacion sobre los mecanismos de microevolucion presentes en estos organismos
patdgenos.>

La secuenciacion del genoma de C. neoformans y C. gattii ha puesto en evidencia la

diversidad intraespecifica de estas especies.®! En su genoma existen regiones ricas en
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transposones que les confiere plasticidad genética a ambas especies. Como resultado, los
transposones pueden ser los responsables de la inestabilidad del cariotipo y de la
variabilidad fenotipica de C. neoformans y C. gattii.

Algunos autores proponen que los genotipos VN y VG, de C. neoformans y C. gattii
respectivamente, representan siete taxones distintos y cuatro genotipos hibridos clasificados
con base en el andlisis filogenético de 11 genes (CAP59, GPD1, IGS, ITS, LAC1, PLB1,
RPB1, RPB2, SOD1, TEF1 y URA5) (Hagen, Khayhan, Theelen, et al, 2015).%

1.3 Criptococosis

La criptococosis es una enfermedad de curso agudo, subagudo o crénico provocada por las
levaduras y basidiosporas del complejo de especies Cryptococcus neoformans/C. gattii,
ocasionalmente estan involucradas otras especies como C. uniguttulatus, C. laurentii y C.
aureus. Por su habilidad de crecimiento a 37°C, C. neoformans y C. gattii se desarrolla bien
en el cuerpo humano y en otros mamiferos (caballos, cabras, perros, gatos, hurones, koalas
y ratones) mientras que las aves, portadoras de C. neoformans, no pueden adquirir la
infeccion debido a que su temperatura corporal es de 40 a 42°C.

Generalmente la infeccion se adquiere por la inhalacién de propagulos infecciosos
(levaduras sin capsula o basidiosporas) que al establecerse en las vias respiratorias del
huésped pueden causar una infeccion primaria, o bien, pueden ingresar hasta los alvéolos
pulmonares y diseminarse a cualquier 6rgano a través del torrente sanguineo y/o sistema

linfatico con especial localizacion en el sistema nervioso central SNC (figura 4).1°
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Figura 4. Mecanismo de infeccién de la criptococosis a partir de fuentes ambientales

como heces de aves columbiformes y detritos de troncos y vegetales. Tomado y
modificado de Shun Li y Mody, 2009.7

Con algunas excepciones, la mayoria de los criptococos no pueden traspasar las barreras
inmunologicas de un individuo sano; sin embargo, suele expresarse de forma agresiva en
las personas con algin deterioro en la funcion de la inmunidad celular, por ejemplo:
enfermedades autoinmunes como la artritis, el lupus, el reumatismo, la diabetes mellitus, la
leucemia y el cancer, o deficiencias provocadas por terapias prolongadas con
inmunosupresores como los corticosteroides y farmacos que bloguean la respuesta inmune

del hospedero.*1%®

1.3.1 Diagnostico

Desde sus primeras descripciones la criptococosis fue considerada una enfermedad mortal
con la capacidad de manifestarse en diferentes niveles anatomicos, desde una infeccién
cutanea hasta una meningoencefalitis criptococdcica.?® De acuerdo a su forma clinica, la
infeccion se clasifica de acuerdo al 6rgano blanco que invade: criptococosis pulmonar,
cutanea, 6sea, ocular o diseminada, aunque es evidente el tropismo que C. neoformans
presenta por el SNC.1%

La mayoria de las infecciones criptocococicas se diagnostican a partir de un examen directo

de liquido cefalorraquideo (LCR) del paciente. También se puede hacer un diagnéstico a
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partir de cualquier material biologico dependiendo del organo afectado, por ejemplo:
esputo, exudados, lavados bronquiales, orina, sangre, suero, biopsias, entre otros. La forma
mas sencilla de diagnosticar la criptococosis es mediante la observacion de levaduras con
capsula en una preparacion fresca, o un frotis, con tinta china bajo un microscopio optico.
Ademas, para un resultado mas certero se requieren pruebas bioquimicas y fisioldgicas
como el cultivo en agar Sabouraud sin antibioticos, agar infusion cerebro corazén, agar
semilla de niger, agar urea y pruebas inmunoldgicas como la determinacién del antigeno
critococdcico por aglutinacion de particulas de latex en LCR o suero. Otros métodos para

diagnosticar la infeccion estan basados en la tecnologia laser como rayos x y tomografias.®

1.3.2 Tratamiento

El medicamento mas utilizado en el tratamiento de la criptococosis es la anfotericina B via
intravenosa, especialmente para los casos de meningitis. Dado que es un farmaco
nefrotoxico, algunos autores recomiendan no prolongar su administracion y mantener el
tratamiento intercalado con triazoles como el itraconazol, fluconazol, voriconazol y
posaconazol administrados oralmente.®*38 | os resultados de la terapia dependen del
estado inmunoldgico del paciente ya que la infeccion puede persistir de forma subclinica y

provocar posteriores recidivas.

1.3.3 Epidemiologia

En el mundo, la criptococosis es una infeccion relativamente comun reportada con mayor
frecuencia en hombres que en mujeres y rara vez en pacientes pediatricos, 283290103

En la actualidad el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es considerado el
primer factor de riesgo para adquirir una infeccion criptococécica,®® micosis considerada
como una de las mas frecuentes dentro de ésta poblacion junto con Candida albicans y
Aspergillus fumigatus.*%%%" Tras el advenimiento de la terapia antirretroviral altamente
efectiva (TARGA) en paises desarrollados, como Estados Unidos y Francia, su incidencia
comenz6 a disminuir.3*®® En los paises sin acceso a la TARGA la incidencia de
criptococosis adn es alta.®>*® Hasta el 2011 se estimaba que a nivel mundial existian

1,000,000 de casos anuales de criptococosis meningea con un deceso de 650,000 personas,
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la mayoria provenientes de Africa Subsahariana.®® En la figura 5 se muestra una

aproximacion de los casos de criptococosis por afio a nivel mundial.
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100000 - 70000

N ke

Norte-Sudamerica Africa Sub-  Norte de Africayel Europay Asia  Este, sury sureste
\ y el caribe Sahariana Medio oriente Central de Asia y

Figura 5. Casos de neurocriptococosis estimados en el mundo cada afio.?

Mundialmente, la gran mayoria de las infecciones son provocados por C. neoformans var.
grubii (genotipo VNI) en pacientes inmunocomprometidos y por C. gattii (genotipo VGI)
en pacientes inmunocompetentes. En Europa se registra un mayor nimero de casos
ocasionados por C. neoformans var. neoformans (genotipo VNIV),Y" mientras que el
genotipo hibrido VNIII se ha aislado de pacientes residentes en Africa y, en menor
proporcion, de América del Norte. En general C. gattii (genotipos VGII, VIl y VGIV) son
cosmopolitas, aunque en la region de Iberoamérica el genotipo mayormente aislado es el
VGIII3%
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2. Antecedentes

En México, la identificacion de los primeros aislados recuperados a partir de las heces de
palomas, frutas, arboles y detritos vegetales dejé en evidencia la amplia distribucién de
Cryptococcus neoformans en nuestro medio.82% Casi veinte afios después (1999) se
reportaria el aislamiento de C. gattii a partir de arboles de Eucalyptus camaldulensis
localizados en zonas urbanas de la ciudad de México;® sin embargo, en estudios posteriores
no se ha logrado la recuperacion de levaduras de esta misma especie a partir de otros
eucaliptos ni de otros sustratos vegetales.?®> En otros paises como Argentina, Brasil,
Portugal, Australia y Bonaire (Caribe Holandés) se ha logrado el aislamiento de C. gattii a
partir de especies de arboles diferentes a Eucalyptus camaldulensis: Grevillea robusta,
Caesalpinia coriaria y E. globulus, entre otros.842

Durante la primera década del siglo XXI se elaboré un estudio retrospectivo con el objetivo
de identificar a los principales agentes etioldgicos de la criptococosis dentro la poblacion
mexicana. De 211 aislados clinicos de Cryptococcus spp. recuperados de pacientes
diagnosticados con criptococosis durante el periodo 1989-1998 en la ciudad de México, se
encontré a C. neoformans (86.7%) y C. gattii (10.4%) como causantes de esta micosis en
México. De estos, solo 73 aislados pudieron ser subtipificados con métodos bioquimicos de
rutina, auxonograma de carbono con un sistema de Vitek™ y PCR-FP. Los resultados
demostraron que el genotipo mas representativo fue el VNI con 56 aislados (C. neoformans
var. grubii) seguido del VNII con cinco aislados, el VNIII con tres y solo un aislado del
VNIV (C. neoformans var. neoformans). En cuanto a los aislados de la especie C. gattii
estuvieron presentes los cuatro genotipos principales: dos VGI, dos VGII, dos VGIII y dos
VGIV. Ademas, se reportaron otras especies en menor proporcion como causantes de
criptococosis: C. albidus (0.9%), C. uniguttulatus (0.5%) y otras especies de Cryptococcus
no identificadas (0.4%). En el mismo estudio se observo una tendencia epidemioldgica;
todos los C. neoformans se recuperaron de pacientes con SIDA en tanto que los C. gattii no
se asociaron a pacientes con este sindrome. 122

En una investigacion similar realizada al Noroeste de México en el 2012, con la misma
técnica de PCR-FP, se identificaron a los ocho tipos moleculares de C. neoformans/C. gattii
como causantes de criptococosis entre los pobladores de esa region. A partir de 166

aislados recuperados se corrobora, nuevamente, la alta frecuencia de los genotipos VNI
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(75%) y VNII (9%), seguida del VNIII (5%) y VNIV (3%). En general, los genotipos VG
se encontraron en menor proporcion que los VN, sin embargo, todos se hicieron presentes:
el VGI con un porcentaje de 4%, el VGII con 2%, mientras que el VGIII y el VGIV
tuvieron 1% cada uno. La poblacion infectada estuvo mayormente representada por
hombres que por mujeres (proporcion 1:3) que caian en un rango de edad de 16 a 65 afios.*®
Desde el afio 2000, en Iberoamérica se establecié un grupo de investigadores encargados
del estudio epidemioldgico y molecular del complejo de especies C. neoformans/ C. gattii,
bajo la direccion de Elizabeth Castafieda y Wieland Meyer .8

En el 2003, con la identificacion de 340 aislados clinicos y ambientales provenientes de
diferentes paises iberoamericanos, incluido México, se logr6 ampliar el panorama de la
distribucion de especies y genotipos del complejo C. neoformans/C. gattii en el continente
americano. El genotipo VNI, correspondiente a C. neoformans var. grubii, resultd ser el
mas frecuente (68.2%) como en otras partes del mundo, seguido del VNII (5.6%), del
VNIII (4.1%) y del VNIV (1.8%). Los genotipos de C. gattii mas frecuentes fueron VGIII
(9.1%) y el VGII (6.2%) seguidos del VGI (3.5%) y VGIV (1.5%).8

El tipo sexual de las levaduras del complejo de especies C. neoformans/C. gattii se puede
identificar por métodos de cruza in vitro y por métodos de biologia molecular.3®"® Con
estos métodos se ha determinado que, en una cruza regular, la produccion de basidiosporas
ay a es equitativa.® No obstante un gran nimero de aislados clinicos y ambientales
corresponden al tipo a; la mayoria haploides, aunque también se han reportan células

diploides y aneuploides,>35468.73:83
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3. Planteamiento del problema

En México, Cryptococcus neoformans y C. gattii son causantes de infecciones micdticas en
humanos y otros mamiferos. Los ocho genotipos (VNI, VNII, VNIII, VNIV y VGI VGII,
VGIII, VGIV) se han identificado en los aislamientos clinicos, pero no todos se han
localizado en la naturaleza.

Los tipos moleculares VN correspondientes a la especie C. neoformans presentan una
amplia distribucion como saprobios en nuestro medio y como causantes de criptococosis en
la poblacién mexicana, a diferencia de los VG de la especie C. gattii que se encuentran en
menor proporcion como causantes de esta micosis y que, ademas, en los Ultimos afios no se
ha vuelto a reportar su recuperacion del ambiente a partir de sustratos organicos. Por lo
anterior, se considera que la distribucion en la naturaleza de C. gattii en nuestro pais ain es
incierta.

La genotipificacion de C. neoformans y C. gattii se realiza en los laboratorios mas
especializados de México; sin embargo, de ninguno de los aislamientos se ha identificado el

tipo sexual de las levaduras presentes en nuestro pais.
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4. Justificacion

La biotipificacion del complejo de especies C. neoformans/C. gattii ha permitido
caracterizar y ubicar a estos microorganismos de manera global en su medio natural y como
agentes patdgenos. Conociendo la distribucion de los biotipos presentes en la naturaleza, asi
como los biotipos que infectan a los pacientes, se puede detectar el origen o fuente de una
infeccion criptococdcica en determinada region geografica. Dicha informacion también es
de utilidad en la prevencion y control de este padecimiento, por lo tanto, se podrian hacer
predicciones sobre posibles brotes de criptococosis bajo determinadas condiciones bidticas
0 abioticas. Este tipo de trabajos representan la expansion de los estudios epidemiol6gicos
de la criptococosis, necesarios para comprender la dinamica de los criptococos patégenos

dentro de una poblacion, en este caso la poblacion mexicana.
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5. Objetivos

General

Biotipificar aislados mexicanos del complejo de especies Cryptococcus

neoformans/C. gattii de origen clinico y saprobio.

Particulares

Aislar levaduras del complejo de especies C. neoformans/C. gattii a partir de heces de
paloma y detritos vegetales en dos épocas del afio 2015: invierno y verano.

Asociar a la temperatura y humedad del ambiente con los resultados obtenidos en la
recuperacion de C. neoformans/C. gattii a partir de los sustratos organicos
procesados.

Identificar a las especies causantes de criptococosis en la Ciudad de Meéxico en el
periodo 2014-2016.

Conocer el tipo molecular y el tipo sexual de los cultivos de C. neoformans/C. gattii
recuperados del ambiente y de procedencia clinica.

Referir los principales signos y sintomas de la criptococosis en los pacientes
diagnosticados en cinco hospitales de tercer nivel en la Ciudad de México.

Estimar la incidencia puntual de la criptococosis en los afios 2014, 2015 y 2016 con
base en el registro de LCR analizados en el laboratorio de dos instituciones médicas.
Relacionar las variables clinicas, demograficas y ambientales con los biotipos

identificados en este estudio.
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6. Hipotesis

La variacion de la temperatura y humedad que se presenta de invierno a verano puede
influir en el nimero de aislamientos de C. neoformans/C. gattii recuperados del ambiente.
La mayor proporcion de genotipos identificados en los aislados ambientales seran los VN,
correspondientes a la especie C. neoformans, mientras que los genotipos VG de C. gattii se
encontraran en menor proporcion. Este resultado también se espera obtener en la
genotipificacion de los aislados de procedencia clinica. De igual manera, el factor de
compatibilidad mas representativo en ambos tipos de aislados sera el a debido a su amplia
distribucion a nivel mundial.

En cuanto a las referencias clinicas de la criptococosis referida por el médico y los
pacientes se espera que la sintomatologia sea mayormente relacionada con alteraciones a
nivel cerebral. Asimismo, se predice que el sector de la poblacion méas afectado sean
hombres con algin grado inmunodeficiencia, principalmente los infectados con el virus de

inmunodeficiencia humana.
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7. Materiales y Métodos

Este estudio se baso en la comparacion genotipica de diez cepas de referencia, cordialmente
proporcionadas por el Dr. Wieland Meyer, con los aislados de C. neoformans/C. gattii
recuperados del ambiente y de los aislados de origen clinico. En el cuadro 4 se muestra la

informacidn de cada cepa de referencia.

Cuadro 4. Cepas de referencia

Clave Origen Genotipo Especie
WM 148 Australia VNI Cryptococcus neoformans var. grubii
WM 626 Australia VNII Cryptococcus neoformans var. grubii
WM 628 Australia VNIII Cryptococcus neoformans hibrido
WM 629 Australia VNIV Cryptococcus neoformans var.
neoformans
WM 179 Australia VGI Cryptococcus gattii
WM 178 Australia VGII Cryptococcus gattii
WM 175 E.U A VGIII Cryptococcus gattii
WM 779 Sudéfrica VGIV Cryptococcus gattii
CBS 5757 Baja California MAT a Cryptococcus gattii
Sur
CBS 7829 Baja California MAT a Cryptococcus neoformans var.
Sur neoformans

7.1 Muestras ambientales

El muestreo ambiental se realizé en la explanada delegacional de Tlalpan, al sur de la
ciudad de México (mapa 1). En dos dias (22 de enero y 31 de julio) de épocas distintas del
afio 2015 (invierno y verano), se colectaron tres tipos de sustratos en las cantidades
siguientes: 25 muestras de heces de palomas columbiformes (principalmente Columba
livia), 15 muestras de oquedades tomadas a 15 arboles y 15 muestras de detritos tomados

del suelo de las jardineras que rodean al kiosko de la explanada.
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Las heces de paloma se levantaron del suelo con la ayuda de una espatula limpia de
aluminio y se colocaron en bolsas de plastico herméticas, lo mismo se hizo con las
muestras de detritos tomadas del suelo de las jardineras. Las oquedades de los arboles se
muestrearon con hisopos estériles humedecidos al momento con solucion salina (NaCl
0.9%) y se transportaron en tubos de vidrio con 5 mL de la misma solucion. Para
identificar a los &rboles muestreados, cada uno fue numerado del uno al 15 y etiquetado
adecuadamente. Todo el material fue transportado al laboratorio para procesarlo el mismo

dia de la colecta. El proceso consistio en los siguientes pasos:

1. Se pes6 1 g de cada una de las muestras solidas para suspenderlas por separado en 2
mL de solucion de NaCl al 0.9 % (dilucion madre). En el caso de las muestras
liquidas, no se realizo este paso.

2. A partir de las diluciones madre se hicieron otras diluciones: 1:10 y 1:100. De éstas,
20 uL fueron cultivados por agotamiento en medio agar semilla de niger dentro de
cajas de Petri desechables (Anexo).

3. Los cultivos permanecieron a temperatura ambiente (25 a 26 °C) durante una semana;
en este tiempo, se revisaron diariamente poniendo especial atencion al desarrollo de
colonias levaduriformes de bordes lisos y color marron.

4. Todas las colonias sospechosas de ser Cryptococcus sp. fueron revisadas mediante
examenes microscopicos en preparaciones frescas con tinta china (Anexo).

5. Los aislamientos con caracteristicas morfoldgicas micro y macroscopicas del género
Cryptococcus se purificaron mediante una serie de cultivos monospdricos con
resiembras en agar dextrosa Sabouraud con antibiético. Una vez puras, se
conservaron en refrigeracion a 4 °C hasta continuar con su caracterizacion feno y

genotipica.
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Mapa 1. Localidad del muestreo ambiental: explanada delegacional de Tlalpan,
CD. MX.

7.1.1 Variables climatoldgicas: temperatura y humedad

Para conocer la influencia de la temperatura y humedad en la recuperacion de C.
neoformans/C. gattii en estado saprobio se consideraron los registros meteoroldgicos del
Programa de Estaciones Meteoroldgicas del Bachillerato Universitario (PEMBU).®* Tres de
sus estaciones fueron seleccionadas (mapa 1), asi como también los registros de la
temperatura (°C) y humedad (%) de cinco afios anteriores al afio del muestreo (2015). Es
decir, se consideraron los registros meteoroldgicos del 22 de enero y 31 de julio de las
bases de datos correspondientes a los afios 2010, 2011, 2012, 2013 y 2014. Las tres

estaciones meteoroldgicas de la red PEMBU seleccionadas fueron las siguientes:

1. Colegio de Ciencias y Humanidades plantel sur (CCHs)
2. Escuela Nacional Preparatoria nimero 1 (ENP1)

3. Escuela Nacional Preparatoria namero 5 (ENP5).

Los datos de las mediciones de temperatura y humedad de las tres estaciones

meteoroldgicas se vaciaron en hojas de calculo Microsoft Excel® para calcular los

promedios de cada variable en los seis afios, de 2010 a 2015. Posteriormente, los promedios
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fueron analizados con el programa estadistico SPSS® v. 24 con la finalidad de conocer el
comportamiento de la temperatura y humedad en estos afios, tomando como referencia el

afio que se realizé el muestreo.

7.2 Cultivos de procedencia clinica
Los cultivos de Cryptococcus sp. de origen clinico fueron solicitados a los responsables del
laboratorio de cinco instituciones de salud en la ciudad de México:

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN).

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)

Centro Médico La Raza (CMLR).

Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI (HECMN SXXI)
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

o~ DN e

Los cultivos fueron registrados en la base de datos del Laboratorio de Micologia Médica y

fueron almacenados a 4 °C hasta su biotipificacion.

7.2.1 Datos clinicos de los pacientes

Los datos clinicos de los pacientes se obtuvieron a través de la revision de expedientes
médicos en las instituciones antes mencionadas. El uso de esta informacién estuvo regido
por la bioética referida en las Normas Oficiales Mexicanas emitidas por la Secretaria de
Salud y fue registrada en hojas de calculo Microsoft Excel® para, posteriormente,
analizarla con el programa SPSS® v. 24 con lo cual se desarroll6 un estudio de casos.

7.2.2 Incidencia puntual (IP) de la criptococosis

Se solicitaron a los responsables del laboratorio de andlisis de muestras los registros del
numero de LCR tomados a los pacientes con algun tipo neuropatia y que ingresaron al
hospital durante el 2014, 2015 y 2016. Con estos datos, se calculd la IP de la criptococosis
con base en el nimero de aislamientos positivos a Cryptococcus sp. en cada hospital que

proporciond dicha informacion.
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7.3 ldentificacion fenotipica
Los aislados ambientales y clinicos fueron identificados fenotipicamente de la siguiente
manera:

1. Produccién de pigmentos melanicos: cada uno de los aislados se resembro con un
asa bacterioldgica en agar semilla de niger (Anexo). Estas se dejaron a temperatura
ambiente (25-26°C) registrando el resultado después de 48 a 72 horas.

2. Presencia de céapsula: los cultivos que resultaron positivos a la prueba anterior se
revisaron microscopicamente por medio de una preparacién con tinta china,
asimismo se resembraron por duplicado en agar dextrosa Sabouraud (ADS). Solo
una de estas resiembras fue utilizada en las siguientes pruebas bioquimicas.

3. Produccion de ureasas: en tubos de vidrio con agar urea de Christensen® (Anexo)
fueron resembrados cada uno de los aislados para comprobar su actividad catalitica
frente a la urea. El resultado se determinG después de un periodo de incubacién a
37°C durante 72 horas.

4. Metabolismo de la glicina y resistencia a la canavanina: se sembro por estria masiva
cada aislado en agar CGB (Anexo). El resultado positivo de esta prueba se determiné
cuando el medio de cultivo viro de amarillo a color azul-cobalto.

La resiembra en ADS que se conservo en el paso dos fue utilizada para comprobar la
pureza del aislado mediante una tincion de Gram (Anexo). Posteriormente, se prepararon
para su conservacion en el cepario con una solucién de glicerol y agua 2:1 en tubos

Eppendorf de 2 mL, manteniéndolos a - 4°C.

7.4 Identificacién genotipica

La identificacion genotipica de los aislados se realizd de acuerdo al siguiente protocolo:

1. Extraccion de ADN de con el kit DNeasy® Plant (Anexo); el producto de la
extraccion se cuantificé (ng/pul) en un espectrofotometro Epoch BioTek® y se
comprobd su integridad por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% vy buffer Tris-
Borato-EDTA 8 pH al 0.5% (TBE).

2. Amplificacién del gen URA5 con el par de cebadores URA5/SJO1 (cuadro 10); los

reactivos y concentraciones de la mezcla de reaccion se describen en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Mezcla de reaccion de la PCR-URA5 ‘

Reactivo Concentracion final (50 pL)
DNA 10ng/uL
Buffer 10X Invitrogen® 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM

KCI)

MgCl, 1.5mM

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 0.2 mM
DNA Taq polimerasa 25U

Cebador URA5 0.2 uM

Cebador SJO1 0.2 uM

La PCR se realizd con 35 ciclos en un termociclador Labnet® con las condiciones de

temperatura y tiempo que se especifican en el cuadro 6.

Cuadro 6. Condiciones para la PCR del gen URA5

Etapas Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion 94 3 min
Desnaturalizacion 94 45 seg
Ciclos Alineamiento 63 1 min
Extension 72 1 min
Extension final 72 7 min

Los productos de amplificacion, con un peso esperado de 779 pares de bases (pb), se
visualizaron a través una electroforesis en gel de agarosa al 1.4% y TBE al 1%, la cual se

dejo correr a 90 voltios (V) durante una hora.

3. Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) con doble
digestion por las enzimas Sau961 y Hhal; los componentes de la mezcla de reaccién

se muestran en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Mezcla de reaccién del RFLP

Reactivos Volumen final 30 pL
Buffer NEB 10X 3ul
AlbUmina Sérica Bovina (BSA) 10 mg/mL 0.3 uL
Enzima Hhal (20 000 U/mL) 0.3 uL
Enzima Sau961 (5 000 U/mL) 0.6 uL
Producto de PCR-URAS 25.8 uL

La mezcla se realizo en tubos Eppendorf de 600 uL para, en seguida, dejarlos incubar en un
termobloque a 37°C durante un periodo de 2.5 horas (+15 min).

Los productos de digestion fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 3% y
TBE al 1 % con un voltaje de 100 V (10 V por cada centimetro del gel) durante 1.5 horas.
Los patrones de bandeo obtenidos nos permitieron identificar los genotipos de cada uno de
los aislados.

7.5 Identificacién molecular de los factores de compatibilidad (Mating-type)
Se realiz6 una PCR del gen que codifica para feromonas (gen MF) con cebadores
especificos del tipo sexual MFa y MFa (cuadro 8). Los reactivos para la PCR-MF se

muestra en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Mezcla de reaccién para la PCR-MF ‘

Reactivo Concentracion final (50 pL)
DNA 10 ng/ul
Buffer 10X Thermo Scientific 1X (10 mM Tris-HCI, pH 8.8, 50 mM
KCI)
MgCl; 1.5mM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 0.2 mM
DNA Taq polimerasa 25U
*Cebador MFaU 0.2 uM
MFaL 0.2 uM
*Cebador JHOE9787 0.2 uM
JHOE9788 0.2 uM
*Cada par de cebadores tuvo su propia mezcla de reaccion.

Las condiciones de la PCR fueron programadas para 30 ciclos en un termociclador

Labnet®, éstas se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Condiciones para la PCR del gen MF

Etapas Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion 94 5 min
Desnaturalizacion 94 1 min
Ciclos Alineamiento 51/53/54/56 1 min
Extension 72 1 min
Extension final 72 7 min

Los productos de amplificacion del gen MFa y MFa, con un tamafio de 219 y 109 pb
respectivamente, se visualizaron en un gel de agarosa al 2% y TBE al 1% dejandolos correr

a 100 V durante una hora (10 V por cada centimetro del gel).
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Cuadro 10. Oligos utilizados en la genotipificacién y peso molecular en pares de bases (pb)

de los amplicones generados

Oligo Referencia Secuencia Tamafio de
fragmento (pb)
URAS Meyer8* 5 ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG-3
SJo1 5TTAGACCTCTGAACACCGTACTC-3 "
MFaU Holliday®* 5TTCACTGCCATCTTCACCACC-3
MFaL 5 TCTAGGCGATGACACAAAGGG-3 100
JOHE9787 Fraser® 5 ACACCGCCTGTTACAATGGAC-3
JOHE9788 5 CAGCGTTTGAAGATGGACTTT-3 9
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8. Resultados

Las cepas de referencia proporcionadas por el Dr. Wieland Meyer, miembro de la
Asociacion Internacional de Micologia (IMA por sus siglas en inglés), fueron cultivadas en
agar Sabouraud a partir de las diluciones acuosas en que éstas se encontraban. Asimismo,
se prepararon para su mantenimiento en el cepario del laboratorio de la Unidad de
Micologia Médica, UNAM.

Con el procedimiento correspondiente se corroboré el fenotipo y genotipo de cada una de
las cepas de referencia para compararlas con los aislamientos recuperados en este estudio.
A continuacidn, se describen a los biotipos identificados, asi como los resultados obtenidos
a partir del analisis de la informacion tomada de la base de datos del PEMBU y de los
expedientes clinicos de los pacientes.

8.1 Biotipos de los aislados ambientales

De un total de 110 muestras colectadas (50 de heces de palomas, 30 hisopados de
oquedades arbdreas y 30 muestras de detritos), s6lo de ocho se logré la recuperacion de las
levaduras de interés para este estudio (Cuadro 11). En total, se obtuvieron 11 aislamientos
identificados como C. neoformans (Cuadro 12) de los cuales se observaron cuatro colonias
con una morfologia y fisiologia atipica; células de forma eliptica u ovalada (Figura 6) cuyas
colonias presentan lento desarrollo de pigmento melénico y de un tono menos intenso que
el producido por otros aislados de origen clinico (Figura 7), en agar urea de Christensen®
las tonalidades producidas en el medio fueron de un color anaranjado muy tenue, a

excepcion del aislado 470 (Figura 8).

Cuadro 11. Muestras a partir de las cuales se aislo a C. neoformans

Sustrato 22 enero 31 julio Total
Heces 5 1 6
Oquedades 1 1 2
Detritos 0 0 0
Total 6 2 8
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Figura 6. Morfologia microscopica de los cuatro aislados ambientales de C. neoformans
genotipo VNIII. Se observan y sefialan células elipsoides con diferentes tamafios y
grosores de capsula.

Figura 7. Morfologia macroscépica de las colonias de C. neoformans hibridas aisladas

de heces de palomas (470 y 514) y de las oquedades del tronco de una palmera Phoenix
sp. (511 y 512).
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Figura 8. Actividad catalitica de los aislados ambientales VNIII en medio agar urea.

El mayor nimero de colonias positivas recuperadas se consiguio a partir de las heces de
palomas, mientras que en los detritos no se identificaron levaduras pertenecientes al
complejo de especies de interés para este estudio. De los 15 arboles muestreados sélo a
partir de uno se aislé a C. neoformans. Dicho arbol pertenece al género Phoenix de las

palmeras arbdreas de ornato introducidas en México (Figura 9).

Figura 9. Palmera del género Phoenix sp.
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A partir de las oquedades del tronco de esta palmera, se logré el aislamiento de C.
neoformans var. grubii (VNI y VNII) y de C. neoformans hibrido (VNIII) (Cuadro 12).

Con base en la electroforesis de los fragmentos de restriccion (Figura 10) se observo que el
genotipo mejor representado en el ambiente es el VNI (54.54%), sequido del VNIII
(36.4%) y una menor proporcion del VNII (9.10%). En la grafica 1 se representan las

frecuencias y porcentajes de los genotipos identificados en el muestreo ambiental.

Cuadro 12. Distribucion de los genotipos VN hallados en los diferentes sustratos

Sustrato Genotipo MF Especie
Oquedad VNII - C. neoformans var. neof.
Oquedad VNI o C. neoformans var. grubii
Heces VNIII - C. neoformans. hibrido
Heces VNI o C. neoformans var. grubii
Heces VNI o C. neoformans var. grubii
Heces VNI o} C. neoformans var. grubii
Heces VNI o} C. neoformans var. grubii
Heces VNI o} C. neoformans var. grubii
" oquedad | wNml | - c neoformans hibrido
Oquedad VNIII - C. neoformans hibrido
Heces VNIII - C. neoformans hibrido
La linea punteada divide a los aislamientos recuperados el 22 de enero (arriba) de los
recuperados el 31 de julio (abajo), ambos del afio 2015.
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Figura 10. Electroforesis en
gel de agarosa de los
productos del RFLP-URA5
de nueve aislados de C.
neoformans saprobios:

pb) Marcador molecular de
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Gréfica 1. Porcentajes de los genotipos VN identificados en los

aislados ambientales
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El primer muestreo se caracterizO por presentar el mayor nimero de colonias de C.
neoformans aisladas (cuadro 13), ocho contra tres respecto al segundo muestreo; sin
embargo, esta diferencia no resulté ser estadisticamente significativa con un valor calculado

de chi?=1.53 y una p =0.216.
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Cuadro 13. Genotipos de C. neoformans identificados en ambas colectas

Especie Genotipo 22 enero 31 julio Total
C. neoformans var. VNI 6 - 6
grubii
VNII 1 - 1
C. neoformans hibrido VNIII 1 3 4
Total 8 3 11

De una muestra de detritos colectados del suelo se aislé6 a una colonia de C. laurentii
identificada por auxonograma Vitek®. Ademas, con el mismo sistema se identifico una

colonia de C. terreus en una muestra de heces de paloma, la cual coexistia con otros

criptococos: C. neoformans var. grubii (VNI) y el hibrido de C. neoformans (VNIII).

La amplificacion del gen MF s6lo se logré en seis cepas, todas corresponden al tipo MFa.

(Figura 11).

N\,

pb 1 2 3 4 5 6 7 pb 8 9

observan dimeros cerca de los 50 pb).
8) Cepa de referencia MFa (219 pb)
9) Control negativo MFa

Figura 11. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos de la
PCR-MF de los C. neoformans
aislados del ambiente:

pb) Marcador molecular de 50

pares de bases.

1) Cepa de referencia MFa (109

pb)

2-6) Aislados problema MFa

7) Control negativo MFa (se
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8.1.1 Comportamiento e influencia de la temperatura y humedad en la presencia de C.
neoformans en el ambiente

La prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov fue utilizada para corroborar la normalidad
de los datos. Los datos de la temperatura provienen de una distribucion normal
(p=0.200>0.05), mientras que los de la humedad no se comportaron de la misma manera
(p=0.006<0.05); por ello, el analisis de la variacion de temperatura (°C) en el periodo 2010-
2015 se realiz6 con pruebas paramétricas, a diferencia de la variacion de humedad (%) que

se realizo con pruebas no-paramétricas.

8.1.2 Variacion de la temperatura en el periodo 2010-2015

La prueba paramétrica utilizada para el analisis de la variacion de la temperatura fue el
estadistico de Levene (L) para la homogeneidad de varianzas, la cual calcula el valor de L y
su significancia (valor p); la hipotesis nula (Ho) indica una homogeneidad en las varianzas
(p>0.05), mientras que la hipétesis alternativa (Ha) indica una heterogeneidad en las
varianzas (p<0.05).

Para las varianzas de la temperatura del 22 de enero en el periodo 2010- 2015 se calculé un
valor L de 5.388 con una p =0.008, por tanto, se rechaza la Ho; las varianzas son
heterogéneas. Con esta informacién se seleccioné la siguiente prueba estadistica, Games-
Howell para varianzas heterogéneas, la cual nos permitié identificar a los grupos de datos
que difieren significativamente con los datos de la temperatura del afio 2015 (Cuadro 14).
La dinamica de la temperatura del 22 de enero en el periodo 2010-2015 se muestra en la
grafica 2, asimismo se sefialan los dos afios que presentaron diferencias significativas
respecto al afio 2015.

Para las varianzas de la temperatura del 31 de julio en el periodo 2010-2015 el estadistico
de Levene calcul6 varianzas homogeéneas (L=0.265 con una p=0.924). Posteriormente, se
eligio el estadistico de Scheffe-Tukey para varianzas homogéneas el cual identificé un solo
grupo de datos que diferia significativamente con los datos del afio 2015 (cuadro 15).
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Cuadro 14. Games-Howell para las varianzas heterogéneas de la

temperatura del 22 de enero

s ™
95% de intervalo de
confianza

Afio Diferencia de | Error standar | Sig. Limite Limite
medias inferior superior
2015 2010 -.21000 1.08745 1.000 -8.1372 7.7172
2011 1.77333 .27980 .057 =112 3.6588
2012 1.13000 1.02366 .852 -6.2189 8.4789
2013 349333 47563 % 016 1.0581 5.9286
\. 2014 434000 AT422 *.008 1.9156 6.7644 )

Se resaltan en el rectangulo negro los valores p calculados y se sefialan con un

asterisco (*) los grupos gue tuvieron diferencias significativas respecto al afio 2015; la

temperatura (°C) del 22 de enero del afio 2015 tuvo variaciones estadisticamente

significativas respecto a los afios 2014 y 2013, con un valor p<0.05.

Grafica 2. Variacion de la temperatura del 22 de enero en el
periodo de 2010- 2015
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Cuadro 15. Scheffe-Tukey para varianzas homogéneas de la

temperatura del 31 de julio

un valor p<0.05.

95% de intervalo de
confianza
Afio Diferencia de | Error standar J Sig. Limite Limite
medias inferior superior
2015 2010 1.72333 64298 151 - 4364 3.8831
2011 2.21000 64299 * 044 0502 4.3698
2012 -.48667 .64299 970 -2.6464 1.6731
2013 .08667 64299 1.000 -2.0731 22464
2014 -.75333 .64299 842 -2.9131 1.4064

Se resaltan en el rectangulo negro los valores p calculados y se sefiala con un asterisco (*) el
grupo que tuvo diferencias significativas respecto al afio 2015; la temperatura (°C) del 31 de

julio del afio 2015 tuvo variaciones estadisticamente significativas respecto al afio 2011, con

Gréfica 3. Variacion de la temperatura del 31 de julio durante el

periodo 2010 -2015
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La dinamica de la temperatura del 31 de julio en el periodo 2010-2015 se muestra en la
grafica 3, asimismo se sefiala el afio que presenté una diferencia estadisticamente

significativa respecto al afio 2015.

38



8.1.3 Variacion de la humedad en el periodo 2010-2015

La prueba no-paramétrica utilizada para analizar las varianzas de la humedad fue la de
Kruskal-Wallis, la cual agrup6 a las varianzas en seis rangos. A partir de estos valores se
realiz6 una x2 para calcular la significancia estadistica de la variacion de la humedad del 22
de enero del afio 2010 al 2015 (cuadro 16). La grafica 4 muestra el comportamiento de la
humedad (%) en el periodo 2010-2015.

Cuadro 16. Kruskal-Wallis de la varianza de la humedad del 22 de enero

Rango Porcentaje de
Afio N promedio Humedad
Porcentaje de Humedad 2010 3 3.00 Chi-cuadrado 13.608
2011 3 4.00 gl 5
2012 3 933 | | sio. asintética
2013 3 14.67 a. Prueba de Kruskal Wallis
2014 3 11.33 b. Variable de agrupacion: Afio
2015 3 14.67
Total 18
El 6valo negro encierra el valor de p que indica una diferencia significativa para las
variaciones de humedad del 22 de enero de los afios 2010 al 2015.

Gréfica 4. Variacion de la humedad (%) de los dias 22 de enero en el

periodo 2010-2015

45

40

35

30

25
2010 20m 2012 2013 2014 2015

39



Por otro lado, los valores de x> y p calculados para el 31 de julio no indicaron una
diferencia significativa en la variacion de la humedad durante el periodo 2010-2015

(Cuadro 17). El comportamiento de la humedad (%) en estos afios se representa en la

gréfica b.

Cuadro 17. Kruskal-Wallis de la variacion de la humedad del 31 de julio

Rango Porcentaje de
Afio N promedio Humedad
Porcentaje de Humedad 2010 3 1483 Chi-cuadrado 10.982
2011 3 1683 | | g 5
2012 3 7.33 | | sig. asintstica
2013 3 6.33
2014 3 7.00
2015 3 567
Total 18
El 6valo negro encierra el valor de p que indica que no hay diferencia significativa
para las variaciones de humedad del 31 de julio de los afios 2010 al 2015 (p>0.05).

Gréfica 5. Variacion de la humedad (%) de los dias 31 de julio en

el periodo 2010-2015
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En conjunto, estos resultados demostraron que las variaciones de temperatura y humedad
en los dias de enero, del 2010 al 2015, fueron mas fluctuantes en comparacion con los dias

de julio donde ambas variables son estadisticamente mas estables.

8.2 Biotipos de los cultivos clinicos

En el transcurso de este estudio se diagnosticaron 73 casos de criptococosis en cinco
instituciones de salud en la Ciudad de México (Cuadro 18); 10 casos se registraron entre los
meses de agosto a diciembre del afio 2014 (14.9%), 48 en todo el afio 2015 (64.9%) y 15 en
el primer trimestre del afio 2016 (20.2%).

Cuadro 18. Registros clinicos de los casos de criptococosis en la

ciudad de México

Institucion Casos Porcentaje (%)
CMLR 34 46.6
INNN 24 32.9
INER 12 16.4
HECMNSXXI 2 2.7
INCMNSZ 1 1.4
Total 73 100

De los 73 casos s6lo se recuperaron 54 cultivos de C. neoformans/C. gattii, los cuales
presentan una morfologia muy similar; en agar dextrosa Sabouraud se observan colonias de
color blanco-amarillo con margenes enteros y apariencia seca y/o mucoide, mientras que en
agar semilla de niger todas presentaron la capacidad de producir pigmentos melénicos color
marron. Las levaduras midieron de 5 a 10 pm de didmetro sin la cépsula, misma que
variaba de grosor en cada aislado.

Los 54 aislados se caracterizaron molecularmente por RFLP del gen URAS5 (Figura 12 y
13). Los resultados de los patrones de bandeo molecular generados por la digestion de las
enzimas demostraron el predominio del genotipo VNI (87.04%) correspondiente a C.
neoformans var. grubii con 47 aislados. En seguida se colocé el genotipo VNIII con cuatro
aislados (7.41%), mientras que los genotipos VNII, VGI y VGIII estuvieron representados

con un solo aislado (1.85% cada uno) (Gréfica 6).
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“ Figura 12. Electroforesis en
gel de agarosa del RFLP de
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Figura 13. Electroforesis en gel
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En el cuadro 19 se incluyen todos los biotipos identificados en los cultivos de origen clinico
y en la gréfica 6 se presenta la frecuencia de los cinco tipos moleculares identificados en
este estudio: VNI, VNII, VNIII, VGl y VGIIL.

Cuadro 19. Distribucion de los genotipos de origen clinico

Producto bioldgico Genotipo MF Especie
LCR VNI o C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI o C. neoformans var. grubii
LCR VGIII o C. gattii

Sangre VNI o/a C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii

No identificado VNIII - C. neoformans hibrido

Medula 6sea VNII o/a C. neoformans hibrido
Sangre VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI o C. neoformans var. grubii

LCR VNII o/a C. neoformans hibrido
LCR VNI o C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI o C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI o C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI o C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI o C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
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LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNII C. neoformans var. neof.
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNIII C. neoformans hibrido

LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
LCR VNI C. neoformans var. grubii
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LCR VGI a C. gattii

LCR VNI o C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI a C. neoformans var. grubii
LCR VNI o C. neoformans var. grubii

Gréfica 6. Frecuencia de genotipos identificados en los aislados clinicos
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Se identifico el factor de compatibilidad de 53 aislados clinicos (Figura 14). De estos, 49
aislados corresponden al tipo MFa, uno al MFa y tres mas presentaron ambos tipos
MFa/MFa (Gréfica 7). En un aislado no se obtuvo amplificacion del gen MF (Cuadro 19).
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7 pb* 8 9 10 Figura 14. Electroforesis en gel
de agarosa de los productos de
PCR-MF:

pb) Marcador molecular de 50
pares de bases.

1) Cepa de referencia MFa
(109 pb).

2-6) Aislados clinicos MFa.

7) Control negativo MFa.

pb*) Marcador molecular de 100 pares de bases.

8) Cepa de referencia MFa (217 pb).

9) Mismo aislado del carril 2 también con el factor MFa.
10) Control negativo MFa.

Gréfica 7. Factores de compatibilidad identificados en los aislados clinicos

a/a

8.2.1 Estudio de serie de casos clinicos

El LCR es el producto bioldgico del cual se diagnosticé el mayor nimero de casos de
criptococosis (75.4%); la médula dsea y la sangre son otros productos a partir de los cuales
se diagnosticaron tres de los 73 casos utilizados para este estudio. Asimismo, en el 12.3%
de los casos no se pudo recuperar esta informacion (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Producto biolégico a partir del cual se diagnostico la criptococosis

Fluido Numero de aislados Porcentaje (%)
Médula 6sea 1 14
Sangre 2 2.7
No identificados 9 12.3
LCR 61 83.6
Total 73 100

Se observo que una alta proporcion (83.3%) de los casos se presentd en pacientes de género
masculino respecto al género femenino, diagnosticados en el periodo de agosto del 2014 a
marzo del 2016 (Gréafica 6).

Gréfica 6. Proporcion de los casos de criptococosis con base en el
género de los pacientes
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En 39 de los 73 casos de criptococosis se indico la edad de los pacientes, la cual oscilaba

entre los 20 y 71 con una media de 38 afios (Gréafica 7).
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Gréfica 7. Rango de edad de los pacientes con criptococosis
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De los 73 casos, solo se pudo consultar el expediente clinico de 25 pacientes; en ellos se
indican los principales signos y sintomas que presentan los pacientes diagnosticados con
criptococosis (Grafica 8). Ademas, en 13 expedientes el médico indico que el paciente se
encontraba mentalmente lGcido. En 17 expedientes se registro la condicion clinica que el
paciente presentaba en el momento de su registro en el hospital; el SIDA fue la enfermedad

referida con mayor frecuencia en estos pacientes (Cuadro 21).

Cuadro 21. Condiciones predisponentes indicadas en los expedientes

Enfermedad Observados Porcentaje (%)
VIH-SIDA 9 52.9
Neumonia 2 11.8
Hipertension arterial sistémica 2 11.8
Ninguno 2 11.8
Diabetes mellitus 1 59
Trombocitopenia 1 5.9
Total 17 100

La cefalea fue el sintoma mas significativo en el diagnéstico de la criptococosis y poco mas
del 50% de los expedientes clinicos reportaron el malestar general como un sintoma
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recurrente. Los signos mas representativos fueron: la fiebre, alteraciones en la marcha,

irritabilidad, vémito y desorientacion (Gréfica 8).

Gréfica 8. Principales sintomas y signos de la criptococosis
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8.2.2 Incidencia puntual (IP) de la criptococosis
Se estimo la IP en dos de los cinco hospitales referidos en este estudio: INNN y CMLR. En
el cuadro 22 se muestra la IP de la criptococosis calculada para el afio 2014, 2015 y 2016

en cada institucion mencionada.
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Cuadro 22. Incidencia puntual de la criptococosis en México

Instituto Nacional de Neurologia y

Afio Neurocirugia (INNN) Centro Médico La Raza (CMLR)
LCR LCR+ IP LCR LCR+ IP
(x1000) (x1000)
2014 2024 5 2 200 0 0
2015 1814 12 6 225 33 146
2016 1828 6 3 264 2 7

LCR: total de liquidos cefalorraquideos extraidos por afio. LCR+: liquidos cefalorraquideos
positivos a criptococos. IP: incidencia puntual por cada 1000 pacientes susceptibles al afio.
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9. Discusion

Los resultados de los analisis estadisticos proponen que la temperatura y la humedad son
factores dindmicos que no influyen negativamente en el desarrollo de Cryptococcus
neoformans en la naturaleza; no obstante, en las muestras de la primera colecta (22 de
enero) se identifico una mayor diversidad de genotipos VN que en las de la segunda colecta
(31 de julio). Con base en estos resultados se podria advertir que las condiciones
ambientales de los dias de invierno favorecen el desarrollo de casi todos los genotipos VN
mientras que, por el contrario, las condiciones ambientales de los dias de verano no lo
permiten.

Por otra parte, la palmera a partir de la cual se recuperaron cuatro aislamientos de C.
neoformans se propone como un reservorio importante de esta especie y de, por lo menos,
tres de sus cuatro genotipos. Sin embargo, para comprender mejor la dindmica de las
poblaciones de criptococos presentes en nuestro pais se necesitan otro tipo de herramientas
y metodologias que nos permitan estudiar a los individuos del complejo de especies C.
neoformans/C. gattii desde su genética, ecologia y evolucion, pues los factores que acttan
sobre la dindmica de una poblacion son muy diversos.

La especie mayormente aislada a partir de los sustratos ambientales es Cryptococcus
neoformans var. grubii (genotipos VNI y VNII) mientras que el hibrido de C. neoformans
(VNIII) fue el segundo biotipo més frecuente entre las levaduras saprobias recuperadas en
este estudio. EI mismo patron se observd en la frecuencia de los biotipos causantes de
criptococosis en México, aunque en la Gltima década se habia reportado un mayor namero
de C. neoformans var. grubii, correspondientes al genotipo VNII, que del hibrido
VNIINL®2! En este estudio la presencia del genotipo VNII fue més escasa en ambos tipos de
aislamientos, por lo que se plantea que la poblacion de este tipo molecular esta decreciendo,
0 bien, que la poblacion de los C. neoformans hibridos (VNIII) estd en aumento. Pese a que
no podemos correlacionar directamente a los aislados ambientales con los cinicos, se podria
decir que la diversidad intraespecifica de la poblacién de C. neoformans en la naturaleza se
ve reflejada en la frecuencia de los biotipos causantes de criptococosis en nuestro pais.

Por otro lado, C. gattii no pudo ser recuperado del ambiente y solo dos genotipos (VGI y
VII1) se presentaron como causantes de criptococosis en el transcurso de este estudio. Se ha

observado que los genotipos VGI y VGIII son més frecuentes que los VGII y VGIV en
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paises iberoamericanos,® no obstante, en México ya se habian reportado a estos cuatro
tipos moleculares como causantes de criptococosis. Con todo, se plantea la posibilidad de
que la diversidad de climas y otros factores ambientales presentes en nuestro pais son poco
favorables para el desarrollo de C. gattii en la naturaleza, como consecuencia las
infecciones provocadas por esta especie han disminuido en los ultimos afios. Sin embargo,
a pesar de las hipdtesis que se puedan sugerir a partir de los resultados obtenidos en este
trabajo, hasta el momento no existe un patron caracteristico que permita ubicar a los
genotipos VG en nuestro pais. Para el seguimiento de los C. gattii en vida saprobia seria
fundamental investigar algunos aspectos personales de los pacientes infectados con este
hongo, por ejemplo: el lugar de residencia, ocupacion y actividades cotidianas, si realizé
algun viaje y/o lugares que frecuent6 antes de su diagndstico, entre otros.

La morfologia y fisiologia de los cultivos de procedencia clinica fue muy similar, pero,
aunque en los aislados patégenos no se detectaron diferencias importantes entre especies,
entre los aislados ambientales se caracterizaron cuatro cultivos con baja actividad de
ureasas y produccion retardada de compuestos melanicos, las cuales son caracteristicas que
se han asociado con cepas poco virulentas.*?

La amplificacion del gen MF demostré una vasta existencia de levaduras MFa en los
aislados clinicos, de igual manera, fue el Unico tipo sexual identificado en los aislados
ambientales entre los cuales también se encontraron levaduras asexuales. La abundancia de
levaduras a podria ser una de las razones por las que se considera que el tipo sexual a es
mas virulento que el tipo a. Sin embargo, la virulencia de las cepas a se ha reportado en
otros estudios misma que se reafirma en este trabajo al haber identificado un aislado clinico
genotipo VNIIla.” Asimismo, la ausencia del gen MF en un aislado clinico no pareci6 haber
modificado su virulencia al ser el responsable de causar una infeccion micética en un
paciente tratado por neumonia. Las levaduras asexuales también se identificaron en los
aislamientos ambientales, aunque, por ciertas caracteristicas fisiologicas previamente
mencionadas, estas levaduras podrian ser poco virulentas.

La baja frecuencia de levaduras MFa en nuestro medio puede ser evidencia de que un
entrecruzamiento regular axa es poco frecuente en la naturaleza; sin embargo, este factor de
compatibilidad también se identific en tres aislados bisexuales, es decir, con ambos

factores de compatibilidad (a/a). En otros paises se han reportado cepas aADa y aADa de
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origen ambiental, correspondientes al hibrido VNIII de C. neoformans, lo cual indica que
una cruza biparental axa es posible en la naturaleza.”""1?! Ademas, se considera que estas
cepas bisexuales, al poseer dos copias de un mismo gen tienen mas oportunidades de
sobrevivir bajo las presiones selectivas del medio ambiente.*2% Si bien, en este estudio no
se aislaron del ambiente levaduras bisexuales, no se descarta la posibilidad de que los
aislados VNIla/a y VNIlle/a de procedencia clinica puedan existir en la naturaleza; se
sugiere que la produccidn de propagulos infecciosos en nuestro medio se inicie a partir de
una cruza biparental axa entre los biotipos de C. neoformans.

En el estudio de casos clinicos se observd que un gran nimero de casos se diagnosticaron a
partir de LCR. El estudio de este liquido es importante en la deteccién de infecciones
meningeas y del SNC; sin embargo, también es un indicativo de la capacidad y afinidad que
C. neoformans/C. gattii presentan por el SNC.

Los pacientes varones entre la tercera y cuarta década de edad son las personas mas
susceptibles de contraer una infeccion criptocococica, resultado que no parece haber
variado respecto los reportes previos en México y el mundo, los cuales indican una
predileccion de la criptococosis por adultos del género masculino.3%°

Los datos obtenidos a partir de la revision de los expedientes clinicos fue limitada; no
obstante, se observaron patrones demograficos y clinicos reportados con
anterioridad. 1624112113122 1| 5 infeccion generalmente se manifiesta con un malestar
general, cefalea, fiebre, vomito e irritabilidad, incluso el paciente puede mantenerse
mentalmente lUcido; aun asi, estas manifestaciones clinicas son inespecificas por lo que se
considera que la combinacion de varios signos y sintomas podrian ser de utilidad para
diagnosticar y tratar oportunamente una infeccion criptocococica.

El SIDA es el factor de riesgo mayormente mencionado en los expedientes clinicos, por lo
que se plantea que los casos de criptococosis pueden ser mas frecuentes en los estados con
mayor incidencia del VIH/SIDA, como en la Ciudad y el Estado de México.!®® La
vigilancia epidemioldgica del VIH/SIDA, asi como la localizacion ambiental de las
levaduras con caracteristicas virulentas son procedimientos clave que pueden utilizarse para
prevenir y controlar a las infecciones criptocococicas en nuestro pais.

Los casos de criptococosis provocados por C. gattii se diagnosticaron a partir del LCR de

dos pacientes: un hombre de 55 afios con hipertension arterial y otro de 32 afios sin ninguna
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enfermedad predisponente. Asimismo, a partir del LCR de una mujer de 71 afios con artritis
e hipertension arterial y el de un hombre de 60 afios con ninguna enfermedad de base se
diagnosticaron dos casos mas provocados por C. neoformans; por ello, se plantea que las
dos especies pueden causar infecciones a nivel de SNC en personas inmunodeprimidas e
inmunocompetentes.

Finalmente, la IP calculada en este estudio es una estimacion inexacta pues no se logro
determinar si todos los LCR+ corresponden a eventos nuevos o son recidivas de los
pacientes diagnosticados con criptococosis en otros afios. Ademas, es posible que no exista
una correspondencia 1:1 de los LCR+ con los 58 casos diagnosticados a partir del analisis
de este fluido ya que, por lo general, se toma mas una muestra de LCR a cada uno de los
pacientes.
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10. Conclusion

La biotipificacion de 65 cultivos del complejo de especies Cryptococcus
neoformans/C. gattii fue realizada: 63 C. neoformans y dos C. gattii. Con este
trabajo se reafirma la amplia distribucion C. neoformans en nuestro medio.

C. neoformans, C. laurentii y C. terreus fueron las Unicas especies saprobias de
criptococos recuperadas de los sustratos organicos procesados. Ningin genotipo de
C. gattii se recupero del ambiente.

La diferencia del nimero de aislamientos de C. neoformans obtenidos en enero y
julio no fue estadisticamente significativa, por lo que se sugiere que esta especie
puede desarrollarse 6ptimamente durante el invierno y el verano. Sin embargo, los
factores climaticos como la temperatura y la humedad, entre otros no identificados
en este estudio, pueden influir sobre la expresion de los diferentes genotipos de C.
neoformans en la naturaleza.

Cryptococcus neoformans var. grubii (VNI) es el principal agente causal de la
criptococosis en la poblacion del centro de México, a pesar de ello ambas especies
son capaces de infectar a personas inmunodeficientes e inmunocompetentes.

En ambos tipos de levaduras (saprobias y patdgenas) se observo, después del
genotipo VNI, un mayor namero de aislados VNIII (C. neoformans hibrido) lo cual
sugiere un posible crecimiento en la poblacion de C. neoformans hibridos.
Asimismo, el factor de compatibilidad mas representativo en estas levaduras fue el
MFa, aunque también se identifico cierta diversidad sexual entre los biotipos de C.
neoformans, principalmente en los aislados VNIII de procedencia clinica.

El LCR es el principal producto biolégico a partir del cual se diagnostica el mayor
namero de los casos de criptococosis. Por su distribucién en el sistema del
hospedero, se sugiere que C. neoformans/C. gattii presentan una fuerte afinidad y
capacidad para alojarse en el SNC. Si bien, los signos y sintomas de los pacientes
son inespecificos de la infeccion, los varones de 30 a 40 afios con VIH/SIDA u otra
enfermedad autoinmune tienen mayor probabilidad de ser infectados por C.
neoformans/C. gattii.

La incidencia puntual es un indice dinamico que requiere de otros protocolos de

estudio que permitan obtener otros para estimar certeramente la incidencia de la
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criptococosis en México.
e Por la diversidad de genotipos VN identificados en un dia de la temporada invernal
se sugiere que en esta epoca podria haber mayor riesgo de contagio por C.

neoformans, principalmente en hombres de edad adulta con VIH/SIDA.
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12. Anexo
Medio glucosado de Sabouraud
Utilizado universalmente para la identificacion sistematica de hongos.

Formula:

Glucosa cruda 49
Peptona granulada 19

Agar agar 29

Agua destilada 100 mL
Formula modificada con antibiotico:
Glucosa 209
Peptona 10 g
Agar agar Og

agua destilada 1000 mL
Penicilina 20 U/mL
Estreptomicina 40 nug/uL
Cloranfenicol 1 mg/mL

Medio agar-dextrosa-urea (Bioxon®)
Utilizado para observar la produccion de ureasas de Cryptococcus sp.

Férmula:

Dextrosa 19
Peptona 19
Cloruro de Sodio 50¢
Fosfato monopotasico 29

Urea 209¢
Rojo fenol 0.012g
Agua destilada 1000 mL

Se disuelven 29 g del polvo en 100 ml de agua purificada y se esteriliza por filtracion. Se
disuelve por ebullicion 15 g de agar en 900mL de agua destilada y se esteriliza. Después de

enfriar se afiade la solucion de urea y se lleva a un pH final de 6.2 + 0.2.
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Agar semilla de niger con y sin antibiotico

Medio selectivo para la identificacion y aislamiento de Cryptococcus sp. en el cual, las
colonias adquieren un color marron oscuro por la degradacion de compuestos fendlicos del
medio y la sintesis de melanina en el hongo.

Formula:

Semilla de niger o alpiste negro (Guizotia abyssinica) pulverizado, 70 g

Agar bacteriolégico 20 g

Penicilina 20 U/mL
Estreptomicina 40 pg/ul
Cloranfenicol 1 mg/mL
Agua destilada 1000 mL

Se remoja el alpiste negro en 1L de agua, se hierve 30 min y luego se filtra en gasa y papel
filtro. Se pone el volumen a 1L de agua y se esteriliza a 120°C por 20 min. En caso de

utilizarlo con antibiético, se le agrega después de la esterilizacion.

Medio canavanina-glicina-azul de bromotimol:
Para diferenciar C. neoformans de C. Gatti. La L-canavanina inhibe el crecimiento de C.
neoformans. De las cepas serotipo A, 60% son resistentes a L-canavanina, pero no asimilan

la glicina presente en el medio.

Férmula:

Solucién A:

Glicina 109

Fosfato monopotésico (KH2POs) 149

Sulfato de magnesio (MgSQx) 19
Tiamina-HCI 1mg

Sulfato de L-canavanina 30 mg

Agua destilada 100 mL

Se disuelven los ingredientes y se esterilizan por filtracion (0.45 um) a un pH de 5 a 6.
Solucién B:

Azul de bromotimol 0.49
Hidroxido de sodio (NaOH) al 0.01N 64 mL
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Agua destilada 36mL

Se mezclan y esterilizan a 15 Ib por minuto 20 g de agar, 20 mL de la solucion B y 880 mL
de agua destilada. Esta se enfria a 50°C y se agregan 100 mL de la solucién A mezclandolo
bien.

La lectura se realiza a las 72 h; C. neoformans no desarrolla crecimiento ni coloracion en el
medio (que normalmente es amarillo-dorado), C. gattii crece y cambia de color el medio a
azul cobalto por modificaciones de pH.

Tincién inversa con tinta china ®

Para visualizar a Cryptococcus sp. en el microscopio optico.

La tinta china se emplea en una dilucion 1:2 con agua destilada.

Se coloca una gota del producto bioloégico por examinar en un portaobjetos con una gota de
tinta china y se coloca el cubreobjetos.

(Arenas Roberto, 2011).

Tincién Gram ®

Se prepara un frotis de una pequefia porcion de levaduras en cultivo o directamente del
producto bioldgico y se fija a la flama.

Se colorea con cristal violeta durante un minuto y se lava con agua destilada.

Después, se cubre la muestra con lugol y se deja durante un minuto.

Se lava y se decolora rapidamente con alcohol-acetona. Nuevamente se lava ligeramente
con agua destilada.

Cubrir la muestra con safranina y dejar durante 15 segundos.

Lavar nuevamente para finalizar.

Extraccion del DNA con kit DNeasy® Plant.
1. Romper el tejido del ejemplar fingico (>100 mg de peso humedo o >20 mg de
tejido liofilizado) usando el Tissue Ruptor, the Tissuelyser o un mortero.
2. Anadir 400 uL de Buffer AP1 y 4 uL de RNase A. Agitar en el vortex e incubar
durante 10 min a 65°C. Invertir el tubo 2 0 3 veces durante la incubacion. Nota: no

hacer la mezcla de los buffers antes de usarse.
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. Agregar 130 uL de Buffer AP2. Mezclar e incubar por 5 min en hielo.
Recomendacién: Centrifugar el lisado por 5 min a 20 000 x g (14 000 rpm).

. Pipetear el lisado en una columna QIlAshredder Mini spin, 2 ml en un tubo
recolector. Centrifugar por 2 min a 20 000 x g (14 000 rpm).

. Transferir la fraccion acuosa en un tubo nuevo sin perturbar el sedimento. Afadir el
volumen de 1.5 de Buffer AP3/E y mezclar pipeteando.

. Transferir 650 uL de la mezcla en una columna DNeasy Mini spin en un tubo
recolector de 2 ml. Centrifugar por un min. >6000 x g (>8000 rpm). Descartar el
filtrado. Repetir este paso con la muestra restante.

. Cologue la columna de centrifugacion en un nuevo tubo recolectores de 2 ml.
Agregue 500 microlitros de Buffer AW, y centrifugar por 1 minuto a >6000 x g.
Descartar el filtrado.

. Afadir otros 500 microlitros de Buffer AW. Centrifugar por 2 min. a 20 000 x g.
Nota: remover la columna de centrifugacién del tubo recolector cuidadosamente de
tal modo que ésta no entre en contacto con el fluido.

. Transferir 1.5 ml de la columna de centrifugacion en un nuevo tubo colector de 2
ml, y agregar 100 microlitros de Buffer AE por elucion. Incubar por 5 min. a

temperatura ambiente. Centrifugar por un minuto a >6000 x g. Repetir este paso.
(QIAGEN, 2006).

72



	Portada
	Contenido
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Planteamiento del Problema
	4. Justificación
	5. Objetivos
	6. Hipótesis
	7. Materiales y Métodos
	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusión
	11. Bibliografía
	12. Anexo

