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RESUMEN

Segun el ultimo informe (diciembre de 2010) del Programa Conjunto de las Naciones
Unidas sobre el VIH / sida y la Organizaciéon Mundial de la Salud, 34 millones de personas
en todo el mundo sufren de la infeccién por VIH / sida. 2,7 millones personas se infectan
cada ano con el virus, y 1,8 millones de personas mueren por causas relacionadas con el
sida. Entre 70 y 90% de los enfermos con infeccidon por VIH presentan compromiso del
SNC.

El complejo C.neoformans/C. gattii es el grupo de levaduras mas frecuentemente recupe-
rado de muestras clinicas después de las del género Candida, (32,9% de 8.717 aislamien-
tos). Ademas, la criptococosis es la segunda infeccion fungica grave mas comun en cier-
tas regiones del mundo. Las infecciones causadas por C. neoformans var. grubii (serotipo
A) y en menor grado, por C. neoformans var. neoformans (serotipo D) se ven en todo el
mundo entre los huéspedes inmunocomprometidos.

En Honduras se realizé un estudio en el aino 1999 en el Hospital Escuela Universitario y el
Instituto Cardiopulmonar (INCP) y se detectd que las micosis predominantes por orden de
frecuencia fueron: candidiasis 63%, criptococosis 29% e histoplasmosis 8%; con predo-
minio del sexo masculino con una relacién de 1,7:1 en pacientes con VIH.

El propdsito de este estudio fue demostrar la presencia de Cryptococcus en nuestras am-
bientales y de pacientes, identificar las especies mediante pruebas bioquimicas y el medio
CGB (canavanina, glicina, azul de bromotimol) que permite diferenciar C. neoformans de
C. gattii.

En la actualidad con el empleo de diversas técnicas moleculares como la PCR huella
digital y el RFLP del gen URAS, se han reconocido ocho grandes tipos moleculares: VNI,
VNII, VNIIl'y VNIV de C. neoformans y VGI, VGII, VGIIl y VGIV para C. gattii (1). Mediante
las técnicas moleculares ALFP y MSLT se identifico a VNB (2).

La vigilancia molecular de los aislamientos del complejo C. neoformans/C. gattii es una



herramienta epidemiologica de gran valor, teniendo en cuenta que la criptococosis ha
adquirido un gran interés debido al numero creciente de pacientes inmunocomprometidos

en los ultimos afos y ademas al aumento de criptococosis debidas a C. gattii en individu-
0s inmunocompetentes.

Materiales y métodos. El enfoque del presente estudio fue cuantitativo, descriptivo, disefio
no experimental. La poblacién objeto de estudio fueron las levaduras de Cryptococcus,
aisladas de muestras clinicas (principalmente LCR y esputo) a las que se les realizé un
examen directo con tinta china y cultivos a 25 °C y 37 °C. Ademas se llevo a cabo la reco-
leccion de muestras ambientales: excretas de aves, detritos de arboles, hojas y flores en
las areas verdes del INCP. El muestreo se realizd6 mensualmente en un periodo de 3 me-
ses, las muestras se procesaron segun la técnica de Shields y Ajello, se sembraron en
medio agar Niger, se incubaron a 28 °C y se observaron durante siete dias. Se identifica-
ron las colonias levaduriformes, mucoides con pigmentacion marrén, estas fueron reaisla-
das en medio de Sabouraud para obtener cultivo puro y luego se realizé montaje con azul
de lactofenol y con tinta china, prueba de ureasa en medio de Christensen y por micromé-
todo. Ademas se les realizaron las siguientes pruebas; crecimiento a 37 °C, prueba de
asimilaciéon de nitrato de potasio, sensibilidad a la cicloheximida, produccion de tubo ger-
minal y seudohifas. Luego se identificaron con las galerias APl 20C Aux y se diferencia-
ron, el complejo C. neoformans del complejo C. gattii de acuerdo con los resultados en el
medio CGB, segun la metodologia descrita por Meyer y Escandon.

Resultados: Se analizaron 300 muestras ambientales, EI 100% presentaban las caracte-
risticas coloniales y celulares del género Cryptococcus, todas presentaban capsula, eran
ureasa positiva, crecieron a 37 °C, fueron negativas a los nitratos, no formaron seudohifas
y mostraron sensibilidad a la cicloheximida. Las 42 cepas de Cryptococcus aisladas en
muestras ambientales y clinicas se identificaron mediante APl 20C AUX de las cuales 34
(80,95%) fueron identificadas como C. neoformans, 7 (16,66 %) C. laurentiiy 1 (2.38%) C.

uniguttulatus. Segun resultados en el medio de CGB: 10/42 (23.8%) pertenecen a C. gat-



tii, 29/42 (69%) aislamientos C. neoformans, y las tres restantes: 1/42 (2.4%) C. unigutu-
llatus'y 2/42 (4.8%) C. laurentii.

Los 29 aislamientos de C. neoformans y los de 10 C. gattii se genotipificaron por la técni-
ca molecular RFLP del gen URAS. De los 29 de C. neoformans; 19 (65,5%) presentaron
patrén molecular VNI de estas 12 (63,2%) aislamientos eran de origen ambiental
(P<0,0001) y 7 (36,8%) clinicos (P<0,0001): 10 (34,5%) aislamientos presentaron patron
molecular VNII, 8 (80%) de origen ambiental (P = 0.0031) y 2 (20%) clinicos (P<0,005) De
los 29 (69,04%) aislamientos de C. neoformans, 19 fueron VNI y 10 VNII: 15 (51,7%)(12
VNI y 3 VNII) aislamientos, se obtuvieron en excretas de aves, 5 (17,24%) (5 VNII), en el
ambiente y 9 (31,03%) (7 VNI y 2 VNII) en muestras de LCR.

Se analizaron 10 aislamientos de C. gattii: 3 de origen clinico y 7 ambientales, de los 10
(23.81%) 7 fueron VGl y 3 VGII; 7 (70%) (6 VGI y 1 VG Il), en muestras ambientales: 6
aislamientos (42,85%) en Eucalyptus camandulenses y 1 (7,14%) en hojas de Enterolobi-
um cyclocarpum, y 3 (30 %) (1 VGI y 2 VGII) de origen clinico: 2 (20%) (2 VGIl) en LCR y
1 (10%) (VGI) en esputo. 1(7,14%) de C. laurentii se encontré en ambiente y 1(7,14%) en
LCR, y 1 (7,14%) de C. uniguttulatus en hojas de Eucalyptus camalduliensis.

Con este estudio se demostré la presencia de C. neoformans / C.gattii en las muestras de
origen clinico y ambiental, y la estrecha relacion de C. neoformans con las excretas de
aves Columba livia que construyen sus nidos en el espacio del cielorraso que cubre las
salas de internacion de pacientes con VIH-sida y pacientes con tuberculosis.

Por otra parte, los aislamientos de C. gattii estarian en relacidon con los arboles de E. ca-
malduliensis presentes en el area verde del INCP. Se evidencié la presencia de C. lauren-
tii'y de C. uniguttulatus especies que ocasionalmente pueden llegar a producir cuadros
clinicos en individuos inmunocomprometidos.

Se evalué la capacidad de formacion de capsula en las cepas de origen clinico y ambien-
tales. El tamafio inicial de la capsula fue entre 0,5 a 2 micras y el tamafio de las células
de 1 a 3 micras. Después de la induccion, el tamafio de la capsula fue de 2 a 6 micras y

el de las célula entre 6 y 14 micras, este ultimo dato, lo presentd una cepa de C. gattii (VG



I) de origen ambiental. C. neoformas (VNI y VNII), fueron capaces de desarrollar una cap-
sula de 6 a 12 micras.

La morfologia colonial de los 42 aislamientos fue: 6 (14,3%) lisas, 6 (14,3%) rugosas y 30
(71,4%) mucoides, de los aislamientos mucoides: 23 (54,7%) pertenecen a C. neofor-
mans, 4 (13,3%) a C. gattii , 2 (6,6%) a C. laurentiiy 1 (3,33%) a C. uniguttulatus.

Se observd que de los aislamientos mucoides: 23 (54,7 %) pertenecen a C. neoformans
(18 VNI y 5 VNII), 7 VNI de origen clinico y 11 ambientales: de los 5 aislamientos VNII,
fueron 2 clinicos y 3 ambientales. 4 (13,3%) aislamientos de C. gattii (4 VGI), 2 (6,6%) a
C. laurentiiy 1 (3,33%) C. uniguttulatus.

De las 6 (14.3%) colonias rugosas, 5 (83,3%) eran de C. gattii (3 VGIl y 2 VGI) y 1
(16,6%) de C. neoformans (VNI).

De las 6 colonias lisas 5 (83,3%) eran aislamientos de C.neoformans (5 VNII) y 1 (16,6%)
C. gattii (1 VGI). El aspecto mucoide, asi como la presencia de colonias rugosas y el
tamano de la capsula son indicadores de la capacidad patogénica.

Se evalué la produccién de fenoloxidasa en diferentes medios de cultivo, utilizando varias
semillas con propiedades bioquimicas similares a Helianthus annus (HA), agar semilla gi-
rasol. Se utilizd: Dioclea megacarpa (DM), Canavalia ensiformis (CE), Moringa oleifera
(MO), Phaseolus vulgaris (PV), Mucuna pruriens (MP) y Linun usitatissimum (LU). Se es-
tandarizaron con cepas de referencia de Cryptococcus, y se usé como control negativo
una cepa de Candida albicans. El 50% de las cepas antes mencionadas, presentaron
pigmento café de 3-6 horas en el medio MP, el 100% de las cepas presentaron pigmento
café a las 48 horas de evidenciarse la colonia en todos los medios de cultivo.

En cuanto a las cepas de C. neoformans 'y C. gattii, clinicas y ambientales: en el medio de
cultivo MP: 29 (69%) de las cepas presentaron pigmento a las seis horas, entre estas es-
tan: 15 VNI, (10 de origen ambiental y 5 clinicos), 6 VNII (4 ambientales y 2 clinicos), 5
VGI (4 ambientales y 1 clinico) 3 VGII (1 ambiental y de origen 1 clinico). Diez (24%) a las
doce horas: 4 VNI (2 ambientales y 2 clinicos), 4 VNIl (ambientales) y 2 VGI (ambientales)

y el 100% a las 24 horas después de evidenciada la colonia. En los medios de cultivo MD,



CE y MO presentaron pigmento después de las 24 horas: 36 (85,7%), 35 (83,3%) y 36
(85,7%) respectivamente. Las 3 (7%) cepas: 1 C. uniguttulatus 'y 2 C. laurentii presentaron
a una coloracion tenue a las 72 horas. Aunque todos los medios de cultivo mostraron pro-
duccidn de pigmento, fue el medio (MP) Mucuna pruriens el que presentdé cambio de color
a partir de las tres horas de haberse evidenciado la colonia, ademas fue el mas intenso.
Se utilizaron cepas de referencia de Cryptococcus en la produccién de la ureasa, los
valores de las absorbancias fueron de 0,297 a 0,462.

La valoracion de la produccion de ureasa en cepas de Cryptococcus de origen ambiental
y clinico fue entre 0,179 y 0,458 de absorbancia. Las cepas de C. gattii, (VGI) de origen
ambiental presentaron los niveles de absorbancia mas bajos, entre 0,179 y 0,218. Las
cepas que presentaron las absorbancias mas elevadas, 0,389 y 0,458 fue C. neoformans
(VNI) 7 cepas de origen ambiental y 4 de origen clinico. Dos cepas de C. gattii VGII de
origen ambiental presentaron valores elevados, 0,373 y 0,376 de absorbancia. C. gattii
aunque presente valores mas bajos con respecto a C. neoformans u otras especies la
produccion de ureasa siempre juega un papel importante en su virulencia.

Se estudiaron 13 aislamientos clinicos, 12 (92,3%) de LCR y 1(7,3%) de esputo. Nueve
fueron C. neoformans, 7 VNI 'y 2 VNII. Tres fueron C. gattii, 1 VGl y 2 VGII. 1 aislamiento
de C. laurentii en LCR.

Las muestras fueron obtenidas de pacientes con un rango de edad entre 23 y 77 afios con
una media de 44,6 anos. Los pacientes analizados durante este periodo 5 (38%) eran del
sexo femenino y 8 (62%) del sexo masculino con una razén hombre/mujer de 1,5:1. Esto
se explica porque en Honduras el VIH tiene una relacion hombre/mujer de 1,1:1, por lo
que la criptococosis afectaria mas al sexo masculino. De 13 pacientes estudiados 2
(15,4%) presentaron recurrencia; 1 paciente presenté tres episodios a lo largo de 9 meses
y otro falla de respuesta al tratamiento. Doce pacientes eran VIH positivos y 1 era VIH ne-
gativo con hipertension e hiperlipidemia como enfermedad de base. Todos los pacientes
fueron tratados con fluconazol y anfotericina B. Los pacientes que presentaron recurrencia

tenian como antecedente abandono de tratamiento antirretroviral.



En este estudio se demostrd que la relacion de C. neoformans / C. gattii es de 2,9:1, aun-
que en Centro y Sur América se han reportado una relacién de 3,5:1, nuestros datos man-
tienen la misma tendencia de que la especie predominante es C. neoformans. En Oceania
y América del Norte, 1,5:1, donde C. gattii es la especie aislada predominante. En relacién
a C. gattii de las 10 cepas: 7 (70%) presentaron patron molecular VGI (6 de origen am-
biental y 1 de origen clinico), 3 (30%) patrén molecular VGII (1 de origen ambiental y 2 de
origen clinico). Se encontré diferencias en el patréon predominante de C. gattii que, en
nuestros resultados fue VGI mientras que los aislamientos del serotipo B son agrupados

en su mayoria en el patron VGII.



2. INTRODUCCION

2. 1. Antecedentes

Segun Freeman, la criptococosis fue descrita por primera vez por Zenker en 1861,
sin evidencia de un cultivo microbiano, por lo que el crédito para la primera descripcion de
la criptococosis correspondié a Busse y A. Buschke en 1894, ellos describieron un
patdgeno peligroso tomado de una lesidn de tibia de la mujer y como él considero el or-
ganismo Saccharomyces, llamé a la enfermedad 'Saccharomycosis hominis’ (3). En los
afios 1894 y 1895 Francesco Sanfelice, de origen italiano aisl6é por primera vez de la fer-
mentacion de jugos de frutas una levadura muy similar a Saccharomyces pero con mor-
fologia colonial diferente y la llamé Saccharomyces neoformans en la Universidad de Ca-
gliari, Italia. La levadura produjo lesiones cuando fue inoculada en animales como conejos
(Oryctolagus cuniculus) y conejillos de Indias (Cavia cobaya) (4).

En 1901, recibié el nombre de Cryptococcus hominis, luego C. lithogenes, hasta recibir el
nombre universalmente aceptado Cryptococcus neoformans, debido a que no producian
ascosporas, como lo hacen las levaduras del género Saccharomyces (4). Los agentes
causales de la criptococosis recibieron diferentes nombres hasta que en 1901 el cientifico
francés, J.P. Vuillemin, observé la ausencia de fermentacion de azucares y sugirio la re-
clasificacion dentro del género Cryptococcus. En 1935 se estudiaron 40 cepas de
levaduras de origen humano incluyendo las primeras aisladas en 1894 y 1895 y por su
morfologia y taxonomia se concluyd que pertenecian al género Cryptococcus y se retomo

la propuesta de Vuillemin, Cryptococcus neoformans. (5)
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Fecha Nombre referencia MLST Clado/AFLP- PCR Nombres propuestos
genotipo RFLP
1901 Cryptococcus neoformans Vuillemin (1901)
1970 Cryptococcus neoformans Gattii and Eeckels (1970), Van-
var. gattii breuseghem and Takashio (1970),
De Vroey and Gatti (1989)
1975 Filobasidiella neoformans Kwon-Chung (1975)
1976 Filobasidiella bacillispora Kwon-Chung (1976)
1978 Cryptococcus bacillisporus ~ Kwon-Chung and colleagues
(1978)
1982 Filobasidiella neoformans Kwon-Chung and colleagues
var. bacillispora (1982)
1999 Cryptococcus neoformans Franzot et al. (1999) Clado F, AFLP 1 VNI C. neoformans
var. grubii Clado G, AFLP1A/ VNII
VNI cepas Serotipo A VNB Vi
Clado H, AFLP1B
1999 VNIV y VNIII cepas Seroti- Clado | AFLP2 VNIV C. deneoformans
po D AFLP3 VNIII C. neoformans por C.
deonoeformans hibrido
C. neoformans hidrido
2002 Cryptococcus gattii Kwon-Chung et al. (2002) Clado D, AFLP4 VGI C. gattii
VG | cepas C. neoformans Clado C, AFLP5 VGl C. bacillusporus
var. gattii Clado A, AFLP6 VGII C. deuterogattii
Clado B, AFLP7 VGIV C. tetragattii
Clado E, AFLP10 VGIV/  C. decagattii
VGl
2006 Cryptococcus neoformans Bovers et al. AFLP8 C. deneoformans x C.
var. neoformans x Crypto- gattii hibrido
coccus gattii AFLP4/VGI
hybrid
2008 Cryptococcus neoformans Bovers et al. AFLP9 C. neoformans x C.
var. grubii x Cryptococcus gattii hibrido
gattii AFLP4/VGI hybrid
2012 Cryptococcus neoformans Aminnejad et al. AFLP11 C. neoformans x C.
var. grubii x Cryptococcus deuterogattii hibrido
gattii AFLP6/VGI hibrid
2014 VGIV/VGIlic basado en
URAS5/RFLP y basado en
MLST fue llamado genotipo
VGlllc pero comparado con
ISHAM consensus MLST
fue similar a AFLP10.
2015 Propuesta de 7 especies

Tabla-1 Cambios mas importantes en el nombre de Cryptococcus y la propuesta de nuevos nombres.

La tabla 1 contiene los datos tomados de Explanations of some names in recent use for yeasts of the Crypto-

coccus neoformans group (4) y Current and proposed species in the C. gattii/C. neoformans species complex

(6).

Los teleomorfos (fase sexual) fueron nombrados Filobasidiella neoformans (Kwon-Chung)

y Filobasidiella bacillispora (Kwon-Chung) (7) para C. neoformans y C. gattii respectiva-

mente. Por diferencias a nivel de mucopolisacarido capsular las cepas de C. neoformans

inicialmente se agruparon en serotipos A, By C (8). Dos décadas después se identifico el

serotipo D (9). Luego el médico F. Gatti aislé de una cepa de Cryptococcus en LCR de un

nifo con meningitis en el Zaire (10). En el mismo afo esta misma levadura se le llamo C.
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neoformans variedad gattii (11). Barnett hace una relacion detallada de la historia de
Cryptococcus (4). Kwon-Chung propone estudiar por separado las especies de C. neo-
formans serotipo Ay D y C. gattii serotipo By C (12). La comprension de la taxonomia y
filogenia de C. gattii se ha avanzado mediante técnicas moleculares modernas, C. gattii
probablemente divergié de C. neoformans hace entre 16 millones y 160 millones de afos
atras, en funcion de los métodos de datacion aplicados, manteniendo la diversidad medi-

ante la recombinacion en la naturaleza (13).
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Figura 1 Incremento de publicaciones sobre el complejo Cryptococcus hasta abril 2015 es un estimado
de las publicaciones sobre Cryptococcus en las ultimas 6 décadas , el numero se eleva en la década del 80
cuando aparece el sida, los datos fueron tomados del buscador bibliografico Endnote X7, en periodos de 5
afios.

Igualmente, se han presentado evidencias a favor de la existencia de diversas plantas y
material vegetal en descomposicion como habitat para las variedades grubii y neoformans
(14). En cuanto a C. gattii, recién en 1990 se logré recuperar esta especie del ambiente
en Australia a partir de detritos de Eucalyptus camaldulensis (15). Posteriormente, se ha
reportado su aislamiento a partir de ésta y otras especies de eucaliptos a nivel mundial, al
igual que de otras especies de arboles. Asi como en los pacientes, las dos variedades de

C. neoformans; C. neoformans var. grubii y C. neoformans var. neoformans se distribuyen
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a nivel mundial en el ambiente, aunque el serotipo A es ubicuo, y el serotipo D se restringe
principalmente a Europa. Las aves raramente se infectan debido a que su temperatura
corporal oscila entre 41,5 — 43 °C, temperatura demasiado elevada para el crecimiento del
Cryptococcus. Se considera que las palomas y otras aves actuan como portadores
mecanicos del hongo ya que ha sido aislado de sus picos, patas y plumas (16). Se ha re-
portado igualmente que C. neoformans puede ser aislado de otras fuentes tales como
suelo y material vegetal. Recientemente, se ha incrementado el numero de publicaciones
de aislamientos de esta especie a partir de una variedad de especies de arboles en
diferentes partes del mundo, incluyendo Argentina (17), Colombia (18), Brasil (19), India
(19), Sudafrica (17) y Tailandia (20). Ademas, el aislamiento de esta especie se ha repor-

tado a partir de otras fuentes como cuevas de murciélagos, frutas e insectos (21).
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La criptococosis es una enfermedad fungica que afecta a mas de un millén de personas
por afno en todo el mundo. Es causada por C. neoformans y C. gattii que presentan nu-
merosas diferencias en la distribucion geografica, los nichos ecolégicos, la epidemiologia,
la biopatologia, la presentacion clinica y caracteres moleculares. En la actualidad, se han
reconocido nueve grandes tipos moleculares: VNI, VNII, VNB, VNIIl y VNIV entre ais-
lamientos de C. neoformans y VGI, VGII, VGIIl y VGIV entre aislados de C. gattii (22). A
nivel mundial, las infecciones por C. neoformans y C. gattii causan aproximadamente un
millon de casos de meningitis por afio entre las personas con VIH/sida, lo que ocasiona
cerca de 625.000 muertes (Centers for Disease Control and Prevention, CDC, Atlanta,

USA, http://www.cdc.gov/) (22). Cuando se compara la estimacion de muertes en Africa

subsahariana con otras enfermedades excluyendo el VIH, las muertes asociadas con la
meningitis criptocécica son mas altas que la tuberculosis (23). Se ha comunicado el ais-
lamiento de cepas clinicas y ambientales de C. neoformans/C. gattii en distintas partes del
mundo. La mayoria de los aislados se registraron en Asia y Africa (19.651 y 19.647 ais-
lamientos, respectivamente), seguido de Centro y Sur América (n = 10.548), Europa (n =
8.736), Norteamérica (n = 7.922) y Oceania (n = 2.518) (22).

Las Infecciones causadas por las dos especies de Cryptococcus tienen diferencias en
cuanto a su presentacion clinica. Se informan principalmente casos por C. gattii en re-
giones tropicales y subtropicales en Australia, Africa, Sur América y, mas recientemente,
se ha reportado en region templada como lo es Canada y en los estados de Washington,
Oregon y California en EE.UU. De 10.548 aislamientos de Cryptococcus que se infor-
maron en América Central y del Sur, el 53% correspondieron a Brasil, 22% en Colombia,
15% de Argentina, y un porcentaje menor a otros paises. Un total de 8.590 (81%) cepas
se aislaron a partir de fuentes clinicas y 1.958 (19%) de las fuentes ambientales y veteri-
narias. C. neoformans también se aislé de excretas de palomas y de otras aves, del sue-
lo, el polvo y de las viviendas contaminadas (22). La relaciéon C. neoformans / C. gattii es

variable para cada continente con un 68:1 en Europa, 33:1 en Africa, 7,6:1 en Asia, 4,5:1
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en Centro y Sur América, 3,5:1 en América del Norte, y 1:1,5 en Oceania, donde C. gattii
es la especie aislada predominante.

En Honduras se realiz6 un estudio en el afio 1999 en el Hospital Escuela Universitario y
el INCP y se detectdé que las micosis predominantes por orden de frecuencia fueron: can-
didiasis 63%, criptococosis 29% e histoplasmosis 8%; con predominio del sexo masculino
con una relacion de 1,7:1 en pacientes con VIH (24). Después de este estudio no se en-
cuentran datos oficiales que informen sobre la situacion actual de la criptococosis en
nuestro pais. Cabe destacar que el INCP es un hospital del nivel Il , inicié sus labores en

1948, actualmente atiende servicios de emergencia en enfermedades cardiovasculares

pulmonares con un numero de 500 camas.

2.2 TAXONOMIA

Clasificacion taxondmica de la fase sexual de C. neo- Clasificacion taxondmica de la fase asexual de C.

formans neoformans
super reino Eucariota Eucariota
Reino Fungi Fungi
Subreino Dikarya

filo Basidiomycota Basidiomycota
Clase Agaricomycetes Agaricomyces
orden Tremellales Tremellales
Familia Fillobasidiaceae Filobasidiaceae
Género Fillobasidiella Cryptococcus

Tabla -2 Clasificacion taxonémica de la fase asexual y sexual de Cryptococcus

El género Cryptococcus incluye levaduras capsuladas, esféricas de 5-10 um de diametro
que se reproducen por gemacion, con brotes individuales o multiples. C. gattii puede ex-
hibir algunas células alargadas de mayor tamafo (25). En la mayoria de los aislados clini-

cos de C. neoformans se observa levaduras esféricas y capsuladas tanto en el material
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patolégico como en el cultivo (26). El tamafo de la capsula varia en funcién de las condi-
ciones de formacion en tejido y cultivo. Cepas mal capsuladas tienen diametros de sélo
5,2 ym, mientras que los aislados fuertemente capsulados pueden tener un didmetro de
células de hasta 80 ym (27). Ocasionalmente C. neoformans puede presentar una forma
filamentosa (28). C. neoformans se encuentra comunmente en suelos de pH 4,0-7,5.

El hongo es un prototrofo para la mayoria de los aminoacidos, lipidos y azucares y puede
utilizar una variedad de fuentes de carbono para su crecimiento.

C. neoformans tolera temperaturas entre 25 °C y 37 °C (27). Las principales especies
patégenas C. neoformans y C. gattii son levaduras capsuladas heterotalicas. Durante la
fase haploide de su ciclo de vida estas levaduras crecen en medios de cultivo no enrique-
cidos, se desarrollan en 48-72 horas, como colonias de color blanco, mucoides esto ultimo
es de acuerdo con el tamafo de la capsula de las células (29). Los teleomorfos (fase sex-
ual) fueron nombrados Filobasidiella neoformans y Filobasidiella bacillispora (7). Se han
documentado las diferencias considerables entre el complejo C. neoformans por un lado,
y el complejo C. gattii por el otro (30).

Hasta el afio 2011 se han descrito mas de 104 especies del género Cryptococcus (31). En
el complejo C. neoformans se reconocen dos especies y cinco serotipos (12). C. neofor-
mans incluye las variedades C. neoformans var. grubii, serotipo A; C. neoformans var.
neoformans, serotipo D y el hibrido AD y C. gattii incluye los serotipos B y C. En respuesta
a la limitacion de nutrientes, cuando esta en su fase teleomorfa Cryptococcus se repro-
duce sexualmente mediante cruces de cepas compatibles "“mating a y o, para formar el
teleomorfo filamentoso, clasificado en el género Fillobasidiella (32). Los tipos sexuales a 'y
a son controlados por un solo locus, y la pareja sexual a es la mas prevalente en los
serotipos A y D, ademas es convencionalmente determinada mediante PCR (33). Las
MATa son cepas predominantes en la naturaleza, en consecuencia, la gran mayoria de
los aislados clinicos son cepas MATa; no se ha dilucidado aun la razén de la escasez de

cepas MATa (34).
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Las basidiosporas de la fase teleomorfa presentan diferencias; las de F. neoformans
tienen pared rugosa y son elipticas u oblongas en tanto las de F. bacillispora tienen forma
bacilar y paredes lisas (32). Por otra parte C. gattii puede utilizar glicina como fuente de
nitrégeno y se puede desarrollar en presencia de L-canavanina (analogo de arginina), en
tanto solamente 20% de C. neoformans pueden asimilar nitrdgeno a partir de glicina. En
base a estas caracteristicas se utiliza el medio CGB (canavanina-glicina-azul de bromoti-
mol) para diferenciar ambas especies (35). Si los aislamientos no son del complejo C. gat-
tii/C. neoformans no tiene sentido emplear este medio para diferenciar, porque otras es-

pecies pueden crecer en ese medio y virar el color (36).

C. neoformans

C. gattii

modo de acciéon

referencia

distribucion

nicho ecologico

tipo de huesped

tropismo

morfologia celular

CDB
Agar creatinina-dextrosa-
azul de bromotimol

GCP
glicina-cicloheximida -
rojo fenol

CGB
L-canavanina-glicina-
azul de bromotimol

Asimilacion de D- prolina

Gen DAO

Inhibicion con EDTA

SoD1

TPS1 y TPS2 trehalosa-6-
fosfato sintetasa

mundial

excretas de aves

afecta mas a inmunocomprome-

tidos

SNC

levaduras globosas o rara vez
piriformes

negativo (% de falsos positivos)

negativo

negativo

negativo

+

negativo

no requerido

solo para termotolerancia

climas tropicales y subtropica-
les

plantas

afecta a inmunocompetentes
e inmunocomprometidos

pulmones, formacion de
granulomas y SNC

levaduras ovales , o pirifor-
mes

positivo

positivo

positivo

positivo

+++

positivo

requerido

necesario para termotoleran-
cia, capsula , melanina e
integridad de la pared celular

creatinina deaminasa inhibida por
amoniaco

resistencia a la cicloheximida

Resistencia a L-canavanina por la
utilizacion de la glicina como C y N

D-prolina o D-alanina como fuente
de nitrégeno y pueden asimilar-D-
triptéfano para producir pigmento

utiliza D-aminoacidos

inhibicion de la ureasa por EDTA

superoxido dismutasa antioxidante
citoplasmatica requerida para la
produccién de factores de virulencia
de la ureasa, PLB y lacasa en C.
gattii pero no C. neoformans

biosintesis de la trehalosa, esta es
un antioxidante y protector del
Stress

Kyung J. 1982

Salkin I.F. 1982

Kyung J. 1982

Chang YC. 2015

Chang YC. 2015

Kwon-Chung .1997

Narasipura SD.
2003

Petzold EW. 2006

Tabla - 3 Diferencias entre Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii
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En la actualidad con el empleo de diversas técnicas moleculares como la PCR huella digi-
tal y el RFLP del gen URAS5, se han reconocido ocho grandes tipos moleculares: VNI,
VNII, VNIIl'y VNIV de C. neoformans y VGI, VGII, VGIIl y VGIV para aislados de C.gattii
(1). Las técnicas de PCR fingerprinting y la PCR-RFLP son las que se utilizan con mayor
frecuencia (37).

En la mayor parte de

dominante es VNI
\J A\ \J ro A

-.. A AD D B C
= vt beiieimng tras que los aislamien-
-" "A"__'] @ ivl @ el_‘;] tos del serotipo B son

FIQWD - & LAARDCA0ON MU RCAVIE W COTRMD LIyPIococcus

para serotipo A, mien-

agrupados en su
mayoria en el patron VGII (38). Se han reportado en aislamientos clinicos como ambien-
tales, y éstos muestran cierta similitud con los aislamientos responsables del brote de
criptococosis en la Isla de Vancouver (38).

Se reconocié que Africa subsahariana ha sido la regién del mundo méas afectada por el
VIH, con un estimado de 2,6 millones de nuevas infecciones cada afio en el pico de la
epidemia en 1997. En la misma época la criptococosis meningea (CM) (1990) en
Sudafrica se convirtio en la principal causa de meningitis en adultos. Los ensayos clinicos
estimaron que en 90 dias la tasa de letalidad de CM asociada al VIH en el este de Asia,
Oceania, Europa Occidental y Estados Unidos era del 9%, en comparacién con el 55% en
otras partes de Asia y América del Sur, y el 70% en Africa subsahariana. Actualmente a
nivel mundial la criptococosis se produce 2,8-8% en pacientes con trasplantes de érganos
solidos, y esta enfermedad es la tercera infeccion fungica, después de candidiasis y as-
pergilosis, Los sintomas pueden surgir mas precozmente en los trasplantes de higado o
pulmon, tal vez porque el nivel requerido de inmunosupresion post-operatorio es mayor

(39).
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[Especie /7 Variedad|Serotipo |PCR-Huella |PCR- AFLP (5 RFLP  |RFLP
7 Hibrido idigital Hug e URAS PLD]
(2.2.3) digital (4) (2 19
C. nocformanz var. . |A VNI VNE [VNS) [AFLPZ Nl A1
A
A VNI N7 AFLFL Ay NI A2
AILF10
Hbcidn AN LIe) VNI NI NA AFL =3 NI LY}
<. necfcomans var. |0 VNIV W1 L (VNZ) [aFLF2 WNIY g
neodrmane
C. gecn! Ve VGL AFLFdAS WGl A5
AFLS40
BT VGLI AFL-E WG 03
B vGLl AF LS/ WGl )
NFLESEY
[&°C VGV AFLEZ wGlv AR

Tkl -¢ Qlacifoncids rasdecnlar ae O necfarmane iy & gamd (41 )

2. 3 EPIDEMIOLOGIAY ECOLOGIA

Segun el ultimo informe (diciembre de 2010) del Programa Conjunto de las Naciones
Unidas sobre el VIH / sida y la Organizacion Mundial de la Salud (http://www.unaids.org/),
34 millones de personas en todo el mundo sufren de la infeccion por VIH / sida, 2,7
millones personas se infectan cada afio de esta enfermedad, y 1,8 millones de personas
mueren por causas relacionadas con el sida. Entre el 70 al 90% de los pacientes con sida
presentan compromiso del sistema nervioso central (22). EI mayor niumero de casos
ocurre en Africa subsahariana, donde mas de 25 millones de personas viven con sida
(40). La criptococosis no tiene preferencia en cuanto a sexo y es mas frecuente en adul-
tos. Algunos pacientes con enfermedades cronicas, como la diabetes mellitus, leucemia,
tumores, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), y los pacientes con trasplante
de érganos son propensos a esta enfermedad (41). Estudios previos han demostrado que
casi el 100% de las personas tienen un titulo de anticuerpos para C. neoformans sin an-
tecedentes de enfermedad clinica (42).

Aunque C. gattii posee todos los factores de virulencia identificados en C. neoformans, la
criptococosis es causada predominantemente por C. neoformans y una mayoria de los
casos son reportados en pacientes inmunocomprometidos (43). C. neoformans de tipo
molecular VNI es el predominante en los casos de criptococosis en todo el mundo (63%)
seguido por VNII/VNIII (6% cada uno) y el tipo VNIV (5%) (44). Numerosas comunica-

ciones informan el aislamiento de C. neoformans en huecos de troncos, corteza y detritos
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de madera de 36 géneros de arboles. La mayoria de las cepas ambientales, independien-
temente de la procedencia geografica, pertenece al serotipo A tipo molecular VNI. Se han
aislado cepas serotipo D, tipo molecular VNIV del medio ambiente especialmente en Eu-
ropa central (45).

La criptococosis por C. gattii es significativamente menos frecuente a nivel mundial (20%)
y los principales factores de riesgo para la infeccién por C. gattii siguen siendo confusos
(44). El primer informe sobre el aislamiento de C. gattii tipo molecular VGI, serotipo B
correspondid a muestras obtenidas de E. camaldulensis en Australia (15). C. gattii, no ha
sido aislado de guano de aves (46). La cepa del brote importante en 1999, en la isla de
Vancouver, fue VGlla, ademas VGlic se ha encontrado en el noreste y sureste (47), de
EE.UU. estas resultaron ser significativamente mas virulentas para los ratones que otros
tipos moleculares de C. gattii (48). Aunque los cuatro linajes de C. gattii son capaces de
causar la enfermedad, VGI y VGII son responsables la mayoria de las infecciones en
huéspedes inmunocompetentes, mientras que los grupos VGIIl y VGIV producen infec-
ciones so6lo en raras ocasiones y entre huéspedes predominantemente inmunocompro-
metidos (49). Actualmente no esta claro si la baja incidencia clinica de VGIIl y VGIV es
debida a diferencias en su capacidad para causar enfermedad o a la escasez en el medio
ambiente (50).

La capacidad de C. neoformans para colonizar los excrementos de paloma se ha atribuido
a la capacidad de esta especie para utilizar creatinina como fuente de nitrogeno (51).
C. gattii también utiliza creatinina aunque es incapaz de sobrevivir en excrementos de
aves. Se sugiere que el metabolismo de la creatinina en ambas especies lleva a la pro-
duccion de metilhidantoina y amoniaco. La enzima responsable, creatinina desaminasa,
es producida por Cryptococcus sélo en presencia de creatinina, la sintesis de la enzima
es reprimida por el amoniaco en C. neoformans pero no en C. gattii y la fuerte alcalin-
izacion inhibe su crecimiento (52). En excrementos de paloma frescos o humedos la
fuerte alcalinizacion producida por la descomposicion bacteriana también reduce mar-

cadamente la presencia de levaduras de Cryptococcus (53).
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2. 4 PATOGENICIDAD

La meningitis criptocdcica se considera un marcador de sida, y es la infeccion fungica mas
comun del sistema nervioso central y la tercera complicacion neurolégica mas frecuente
en pacientes con sida (22). C. neoformans es un hongo patégeno que produce una alta
tasa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Su patogenicidad es atribuible a la pro-
duccion de numerosos factores de virulencia; como la termotolerancia, necesidad de nu-
trientes, una capsula de polisacarido, la capacidad de producir melanina, las enzimas
ureasa, fosfolipasa B / C, (54), un sistema regulador de fosfato (sistema PHO): la fosfata-
sa acida (CnPHO2), (CnPHO81), (CnPHO80) que colectivamente promueven la invasiéon
del huésped, y (cnPH085) esencial para el crecimiento de Cryptococcus (55). También las
vesiculas extracelulares asociadas a la parte fenotipica, los procesos oxidativos genera-
dos como mecanismo de defensa, la participacién de las proteinas antifagociticas App1,
otro factor es Rim 101 asociados al cambio de pH y al ensamblaje de la capsula a la pa-
red de la levadura, los cambios morfolégicos como el switching fenotipico, excepcional-
mente formacion de pseudohifas y células gigantes (56). EIl proceso infeccioso empieza

con la inhalacion de basidiosporas o blastosporas, son inicialmente enfrentadas por los
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macrofagos alveolares, después en el pulmon, por las células T, macréfagos, granulocitos
y células asesinas naturales. Si el huésped esta inmunodeprimido, C. neoformans puede
diseminarse a otros tejidos sobre todo el cerebro, causando meningoencefalitis letal (57).

En raras ocasiones se ha observado transmision transplacentaria (58).

2.4.1 Capsula

C. neoformans crece normalmente como una levadura redonda, con uno o dos brotes,
rodeados de una capsula cuyo tamano varia en funcion de las condiciones de crecimiento
y la genética de la cepa (57). La capsula es esencial para la virulencia y dota a Crypto-

coccus con propiedades inmunorreguladoras potentes (59).

car 9 (Sharg ¢ Beor-Chung, 1904 Oharg 1 ' Coung, 1000 Chang y Hawen-Ohung
R CAINg O & VESE Lhang ST, W9

| LA Usbnnm & NOF Moywrand of 2l 2900)

camay (Bor Polos of of, 2001; Josen o of . 20T Focel o' o, 200X Moyrerd of ol 2004)

| VS y U

< E Ganow invloradoe on b Smiocie o k c8pedda S Cryctododous
Wl My B Mgy O s, 2070

La capsula se compone principalmente de dos grandes polisacaridos implicados en viru-
lencia: glucuronoxilomanano (GXM) en un 90-95% vy galactoxilomanano (GalXM) en 5-8%
ademas de una menor proporcion de mananoproteinas (MPs) (<1%) también puede in-
cluir, acido hialurénico y acido sialico (60). Las MPs son altamente inmunogénicas e in-
ducen la formacién de anticuerpos (56). La mayoria de los estudios sobre la composicién
de la capsula se ha centrado en GXM, que comprende mas del 90% del polisacarido de la
capsula (61). El GXM es un polimero largo compuesto por repeticiones de manosa con
ramificaciones de acido glucuronico y xilosas. Esta estructura determina el serotipo de C.
neoformans y C. gattii, ya que diferencias en la estructura y composicion del polisacarido

de la capsula generan diferencias antigénicas GalXM, en particular (59).
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Existe la teoria que la capsula es antifagocitica porque esconde de la superficie celular
patrones moleculares asociados a patdgenos. Por el contrario las células sin capsula o las

esporas son ingeridas a través de la activacion de manosa y 3-(1-3) glucano (62).
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El GXM puede ser secretado al medio extracelular dentro de vesiculas fungicas. Estas
vesiculas contienen grandes moléculas asociadas con la virulencia como lacasa, ureasa y
Plb1. C. neoformans también se destaca por la produccion de varios factores antifagociti-

cos través de una extensa red de regulaciéon mediada por Gat 201 (56).
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La acumulacién en el citoplasma del macrofago de GMX tiene efectos toxicos para la

célula (63).

2.4.2 Melanina y Lacasa

Una caracteristica importante que tiene Cryptococcus es su capacidad de sintetizar mela-
nina, existen diferentes tipos: eumelaninas, feomelanina, alomelanina y piomelamina. En
el SNC, Cryptococcus spp. usa sustratos tales como los neurotransmisores dopamina (L-
DOPA) o adrenalina (64), lo que ayuda a la sintesis de melanina (eumelanina), que es un
componente de la pared celular del hongo ayudando a la proteccion frente al estrés oxida-
tivo y la fagocitosis (56). C. neoformans produce una enzima cobre-dependiente llamada
Lacasa (65), localizada en la pared celular, que cataliza la formacién de melanina (66). La
lacasa es codificada por el gen LAC1 y regulado por la concentracion de glucosa, hierro y
cobre (67). Se reportd la existencia de cepas mutantes no productoras de melanina con
menos virulencia en modelos animales lo que pone en evidencia su papel en la patogenia

(68).

2.4.3 Manitol
En primer lugar, altas concentraciones de manitol en el sistema nervioso central pueden
contribuir al edema cerebral. En segundo lugar, el manitol puede proteger a C. neofor-

mans del proceso oxidativo utilizado por los fagocitos (57).

2.4.4 Ureasa

Otro factor de virulencia importante es la ureasa. Esta parece tener un papel fundamental
en la promocion del desplazamiento de estos hongos a través de las barreras epiteliales y
de los endotelios, facilitando asi la invasion cerebral (69). Induciendo la respuesta del sis-

tema inmune hacia el predominio de citoquinas Th2, evitando la eliminacién de la infec-
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cién (70). Aunque la ureasa es un factor importante para la invasion cerebral criptocécica,

el sistema de activacion enzimatica no ha sido estudiado (56).

2.4.5 Fosfolipasa

Las fosfolipasas son enzimas que degradan fosfolipidos. Una isoforma de la fosfolipasa B
(PIb1) se secreta durante la infeccion por C. neoformans y aumenta la supervivencia del
microorganismo dentro de los fagocitos (71). La fosfolipasa es necesaria para el inicio de
la infeccién pulmonar y su persistencia por C. neoformans debido a un gran aumento de
su capacidad de adhesion al epitelio pulmonar y para la difusion desde el pulmén a través

de los vasos linfaticos y de la sangre, y la difusién en el sistema nervioso central (72) .

2.4.6 Vesiculas extracelulares

El complejo C. neoformans/C.gattii y otras especies, liberan vesiculas extracelulares que
atraviesan la pared celular; algunos de sus componentes han sido asociados con la viru-
lencia. Las vesiculas extracelulares de C. neoformans pueden estimular la funcion de los
macrofagos, para mejorar su actividad antimicrobiana (73). Los estudios preliminares indi-

can que la formacién de biofilms podrian participar en la virulencia de Cryptococcus (74).

2. 5 DIAGNOSTICO

2.5.1. Muestras clinicas

Dado que la criptococosis es una enfermedad que puede afectar numerosos 6rganos y
sistemas, los materiales clinicos utiles para el diagndstico son muy diversos, sin embargo,
debido al neurotropismo de su agente causal la muestra mas frecuente es el LCR. Otros
materiales donde puede aislarse este microorganismo, especialmente en pacientes in-
munocomprometidos son los hemocultivos, muestras respiratorias, muestras de piel, gan-
glios linfaticos, nédulos subcutaneos, puncidn-aspiracion o biopsia de médula ésea, biop-

sias 6seas, orina, etc.
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Es recomendable dividir en dos partes las biopsias, una porcién se coloca en formol para

estudio histopatoldgico y la otra en solucion salina estéril para el estudio micolégico (75).

El examen en fresco permite una visualizacion de las levaduras pero no permite obser-
var claramente la capsula debido a que es altamente hidrofila y ocasionalmente se
puede confundir a Cryptococcus con otros hongos levaduriformes. La observacion de las
levaduras de C. neoformans/C. gattii se ve facilitada por el agregado de tinta china a
una gota del sedimento de LCR o de orina (que son liquidos claros), lo que evidencia la
presencia de capsula. En materiales purulentos es recomendable la preparacion al esta-
do fresco o la utilizacion de microscopia con contraste de fase. En el primer caso, la
capsula se presenta como un halo claro rodeando a las levaduras. Estos materiales
pueden colorearse con Giemsa, donde se presentan las levaduras redondas con la capsu-
la se ve tenida de color rosa con radiaciones, o como un halo claro. Bonifaz (2012) re-
comienda la preparacion de un frotis fijado al calor al que se agrega fucsina basica y
luego tinta china. Sin embargo, el método de referencia para el diagndstico de criptoco-
cosis, es la asociacion de la presencia de la levadura observada con tinta china en LCR y
el cultivo, o también la relacion de la histopatologia con el cultivo (76). Existen desven-
tajas en el examen directo de tinta china, como influencia del grosor, la calidad de la
tinta, y la presencia de artefactos o la contaminacion de la tinta pueden dar un falsos

positivos o negativos (77).

Todas las muestras clinicas deben sembrarse en agar Sabouraud, agar semilla de girasol
(o agar niger), a 25-28 °C y en medios enriquecidos como BHI a 37 °C. Esta levadura se
desarrolla habitualmente en 48-72 h, pero los cultivos no deben descartarse hasta los 15
- 30 dias, en particular si el paciente esta bajo tratamiento antifiingico (78). De esta
forma ya se puede evidenciar la presencia de levaduras que producen pigmento melani-
co Yy la capacidad de desarrollo a 37 °C que orientan la identificacion hacia el complejo

C. neoformans/C. gattii (79).
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Los hemocultivos y los mielocultivos pueden realizarse por la técnica de lisis-centrifu-
gacion, técnica de buffy-coat, o procesarse como los hemocultivos bacterioldgicos, ya
que Cryptococcus se desarrolla bien en esos medios. Nunca deben descartarse los frascos
antes de los 10 dias. Cuando hay desarrollo de levaduras, deben hacerse repiques en

medio de semillas de niger o girasol para evidenciar la produccion de fenoloxidasa.

Se pueden tomar materiales de excretas de palomas u otras aves, material de corteza y
huecos de troncos de arboles, hojas, flores y frutos, suelo, polvo, etc. sembrados por

triplicado en agar niger.

2.5.2. Identificacion

La identificacién fenotipica se realiza por las pruebas de ureasa (80), fenoloxidasa (81),
capacidad de desarrollo a 37 °C, la presencia de capsula y la prueba de la enzima nitrato -
reductasa.

La diferenciacion bioquimica de las especies C. neoformans y C. gattii se hace utilizando
el medio agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB): este medio, diferencia C. gat-
tiide C.neoformans, C. gattii puede crecer en presencia de L-canavanina y utilizar glicina
como unica fuente de carbono (82), mientras que la L-canavanina inhibe a C. neoformans.
También se puede realizar D-prolina o triptéfano: esto se basa en la capacidad de C. gattii
de utilizar estos componentes como Unica fuente de nitrégeno (83).

Existen los métodos de identificacion semiautomaticos como APl 20C AUX y VitekR MS™
(BioMerieux) (84). Recientemente se han comenzado a utilizar equipos basados en identi-
ficacion de proteinas por espectrometria de masa (MALDI-tof: matrix assisted laser des-

orption ionization-time of flaying) (85) y sistema Vitek 2 (86).
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2.5.3. Diagndstico inmunoldgico

La deteccién de antigeno capsular de Cryptococcus por aglutinacion de particulas de
latex o ELISA, se puede realizar en casi todos los fluidos corporales vy tiene una sensi-
bilidad y especificidad general de 93-100% y 93-98%, respectivamente (79). Tiene valor
en el diagnostico precoz de la meningitis criptococica (87). La tasa de falsos positivos es
inferior al 1%, y generalmente se explica por problemas técnicos u otras infecciones,
(incluyendo reaccién cruzada con antigenos de Trichosporon) (88). Estas pruebas
pueden ocasionalmente producir falsos negativos en infecciones tempranas. Pero
pueden ser positivas antes de que se observe, el crecimiento de colonias de Cryptococ-
cus en cultivo (88). Se ha demostrado recientemente, que algunos equipos que utilizan
la técnica de aglutinacion de particulas de latex (Remmel y Pastorex), no tienen sensi-
bilidad suficiente para detectar infecciones por C. gattii o hibridos entre C. gattii o C.
neoformans (89). La inmunocromatografia es un método mas sensible y subsana dicho
inconveniente (90). Por ese motivo es Util para el diagndstico temprano de la criptococo-
sis meningea (91). La Prueba de Flujo Lateral (CrAg), es un sistema de prueba in-
munocromatografica para la deteccion cualitativa o semicuantitativa temprana de los
antigenos capsulares del complejo de especies, C. neoformans/C. gattii: en suero y en

liquido cefalorraquideo, antes de la aparicion de los sintomas de la criptococosis (88).

2.6. INMUNIDAD

Las esporas son inicialmente no capsuladas pero al entrar en el pulmén ocurre la trans-
formacion a levadura acompafiada por la rapida sintesis de la capsula anclada por la
pared celular, compuesta de glucanos, quitina, quitosano y glicoproteina (1). El neurotro-
pismo caracteristicas de C. neoformans fue reconocido por primera vez en 1914 por Ver-

sé, y dos afnos mas tarde por Stoddard y Cutler (34). Otras enfermedades de base en in-
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dividuos inmunocomprometidos favorecen la infeccidén por este hongo entre ellas se in-
cluyen: el tratamiento prolongado con corticoides, trasplante de 6rganos, enfermedades
malignas avanzadas, diabetes, sarcoidosis y el linfocitopenia idiopatica de CD4 (92). Tam-
bién puede afectar a inmunocompetentes que presentan enfermedad pulmonar de base
(93). Los autoanticuerpos contra el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), son aparentemente un importante factor de riesgo subyacente de
meningoencefalitis causada por Cryptococcus en individuos por lo demas sanos. Por al-
guna razén desconocida, los anticuerpos neutralizantes contra GM-CSF parecen ser un
mayor riesgo de criptococosis debida a C. gattii a diferencia de lo que sucede con C. neo-
formans. Es probable que una evaluacién inmunoldgica completa de pacientes con
meningoencefalitis por C. gattii, que habian sido considerados como inmunocompetentes,
revelaria que la mayoria de ellos padecerian una disfuncién inmune oculta (94). Recien-
temente se ha postulado que el acido hialurénico capsular puede mediar la adhesion de
monocitos inducida por C. neoformans y la migracion de la levadura a otros érganos (95).
Se sugiere que las personas infectadas por el VIH en los que se reduce el porcentaje de
células B de memoria que expresan IgM podrian estar en mayor riesgo para el desarrollo

de la criptococosis (96) .

2.7 MANIFESTACIONES CLINICAS

2.7.1 Criptococosis pulmonar

La enfermedad casi siempre se localiza de manera bilateral confinada al I6bulo superior;
sin embargo, hay casos con compromisos unilateral. La sintomatologia de la criptococosis
leve simula un cuadro gripal, acompanado de tos, fiebre y discreto dolor pleural; no ob-
stante, cuando el proceso se intensifica, la fiebre es mas constante, hay pérdida de peso,

astenia, adinamia y el paciente presenta tos con esputo mucoso o hemoptoico (79). La
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criptococosis se puede presentar como una enfermedad pulmonar: aguda, subaguda o

cronica

2.7.2 Criptococosis meningea

La infeccion por Cryptococcus spp. es la principal causa de meningitis fungica en pacien-
tes inmunocomprometidos, con elevados indices de morbilidad y mortalidad (97). Tam-
bién se presenta en pacientes sin compromiso inmunolégico (98). Afectando mas al sexo
masculino (98). Esta etiologia micotica debe considerarse en todos los pacientes que pre-
senten sintomas de la meningitis, la cefalea es el sintoma principal y la fiebre, ademas
vomito, nauseas, confusion mental, delirio y compromiso de los nervios craneales |, lll, IV,
VI, incluyendo alteraciones de la marcha (99). Generalmente se observa LCR claro con
bajos niveles de glucosa y proteinas elevadas, en los enfermos con sida las alteraciones
quimicas y citoldgicas del LCR suelen ser minimas por la incapacidad de producir una
respuesta inflamatoria (100). La criptococosis del sistema nervioso central (SNC) en pa-
cientes inmunocompetentes es poco frecuente, ocasionando un espectro clinico diferente,
preferentemente se manifiestan como lesiones granulomatosas denominadas criptococo-
mas que se localizan en el pulmén o en el SNC (101). Los criptococomas en pulmén y ce-
rebro se han reportado de niflos inmunocompetentes con meningoencefalitis por Crypto-
coccus (102). El 25% de los pacientes con meningitis pueden presentar criptococomas

(103).

2.7.3 Criptococosis cutanea

La criptococosis cutanea puede ser clasificada en: criptococosis cutanea primaria y cripto-
cocosis cutanea secundaria. La criptococosis cutanea secundaria generalmente ocurre
durante una infeccion diseminada por Cryptococcus, en pacientes con linfoma de células
T (104), pacientes con hemodialisis, diabéticos y tratamiento con esteroides entre otros
(105). Las lesiones cutaneas secundarias aparecen entre un 10-20% de los casos, suelen

tener un aspecto clinico similar al molluscum contagiosum o como ndédulos subcutaneos
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que evolucionan hacia gomas (106). El espectro clinico es muy variable; pueden encon-
trarse papulas, nédulos, Ulceras, abscesos y pustulas, lo que puede hacer que se confun-
da con diferentes entidades como una celulitis. La criptococosis cutanea primaria ocurre
con menos frecuencia, esta relacionada con un trauma previo en los lugares expuestos
del cuerpo (107). También puede presentarse en personas que trabajan con Eucalyptus
(108). C. neoformans se ha descrito pocas veces en la infeccion de tejidos blandos en
forma invasiva, aunque se acepta que la afectacién cutanea es un marcador de la cripto-
cocosis diseminada. Se ha informado de que el tacrolimus (inmunosupresor) causa inhibi-
cion dependiente de la temperatura en C. neoformans que pueden prevenir la infeccion
del SNC y permitir el crecimiento de hongos en los sitios del cuerpo mas frios tales como

la piel (109).

2.7.4 Criptococosis ocular

Sus manifestaciones oculares habitualmente derivan de una meningitis. Puede producir
endoftalmitis y atrofia del nervio dptico (110). El ojo puede ser afectado, con pérdida par-

cial o total de la vision (111).

2.7.5 Criptococosis 6sea y visceral
La criptococosis puede causar disfuncion hepatica en pacientes inmunocompetentes

(112). Se han publicado mas de 80 casos de osteomielitis por Cryptococcus (113).

2.8 PREVENCION

La comprension de la ecologia del complejo C. neoformans, asi como de la epidemiologia
y patogenia de la criptococosis es en la actualidad un desafio para los apasionados de
este hongo, todos los estudios tienen como fin primordial el desarrollo de estrategias en el
manejo y prevenciéon de la infeccidon en los individuos que presentan algun factor pre-
disponente. El CDC recomienda evitar la exposicién al hongo, procurando alejarse de los

sitios altamente contaminados con excrementos de aves, en particular los excrementos de
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palomas, las aves como mascotas, la alta concentracion de arboles considerados nichos
para C. gattii y otras especies potencialmente patégenas. Se han identificado varios an-
tigenos que parecen aptos como candidatos en la produccion de vacunas. Una vacuna
contra la criptococosis en los seres humanos es probablemente viable pero hay obstacu-
los importantes para el desarrollo de vacunas que van desde las incertidumbres acerca de
la patogénesis de la infeccion a las consideraciones econdmicas (78). Recientemente se
ha experimentado con vacunas utilizando particulas de glucano con resultados promete-
dores (114). Deben implementarse medidas, para evitar la exposicién persistente a los
patégenos fungicos potenciales, determinando las areas protegidas y las medidas re-
comendables, tales como el control de la calidad del aire y del agua dentro y fuera del
hospital, debe considerarse el uso de profilaxis antifungica, aunque solo seria justificable
en Africa sub-sahariana en donde méas del 30% de los HIV+ con <100 CD4/uL padecen

criptococosis (115).

2.9 TRATAMIENTO

La criptococosis es una de las infecciones oportunistas principales observadas en pa-
cientes VIH positivos con recuentos de células CD4+ <100/uL, y es fatal, si no se adminis-
tra tratamiento en los primeros dias de iniciado los sintomas (116). También se han repor-
tado diferencias en la sensibilidad antifungica de las dos especies de Cryptococcus. Un
estudio realizado por Trilles et al. encontré que in vitro, C. gattii era menos sensible a siete
compuestos antifungicos en comparacién con C. neoformans, aunque ambos mostraron
igual sensibilidad a la anfotericina B y flucitosina (117). Estos resultados indican que la
especie de Cryptococcus, el genotipo molecular, y la region de origen, pueden ser impor-
tantes en el momento de decidir las opciones de tratamiento para la criptococosis (118).
Algunos estudios epidemioldgicos recientes demuestran que ciertas cepas de C. gattii,
especialmente las del tipo molecular VGII, tienen relativamente baja sensibilidad a flu-
conazol, con buena sensibilidad a voriconazol y posaconazol (119). El tratamiento consta

de 3 fases, a saber: induccién, consolidacién y mantenimiento o profilaxis secundaria que
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incluyen anfotericina B, 5 fluocitosina, fluconazol, en pacientes con intolerancia o resisten-
cia a fluconazol se indica itraconazol o posaconazol (120). También se han hecho estu-
dios con fisetina este es un compuesto que actua en la biosintesis de ergosterol (121).
Por la toxicidad que pueden presentar estos medicamentos algunos autores proponen el
uso de medicamentos alternativos utilizando miel y propdleos de abejas que por su alto
contenido de acidos fendlicos y flavonoides son activos “in vitro™ como fungistaticos y

fungicidas (122).
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3. DEFINICION DEL PROBLEMA

La criptococosis meningea (CM) es una enfermedad comun, con mas de 1 millén de ca-
sos y 600.000 muertes / afo. Existen presentaciones no meningeas como la pulmonar y
cutanea, e infeccion del torrente sanguineo (criptococcemia) a partir de la cual se puede
diseminar a multiples sitios. La mayor influencia en la epidemiologia de la criptococosis en
los ultimos 30 afos ha sido la pandemia del VIH (39). La vigilancia molecular de los ais-
lamientos del complejo C. neoformans/C. gattii es una herramienta epidemioldgica de
gran valor, teniendo en cuenta que la criptococosis ha adquirido en los ultimos afios un
gran interés debido al creciente numero de pacientes inmunosuprimidos (123). El género
Cryptococcus es el mas comun entre las levaduras patdgenas después de Candida recu-
perados de muestras clinicas (32,9% de 8.717 aislamientos) la criptococosis se asocia
con tasas altas de mortalidad (124). C. gattii AFLP6 / VGII esta presente en el medio am-
biente del Caribe holandés y Puerto Rico, lo que sugiere que C. gattii puede estar pre-
sente en otras localidades del Caribe. Poco se sabe sobre la epidemiologia de C. gattii en
América Central y el Caribe (125).

En Honduras se realizé un estudio en el Hospital escuela y el INCP donde se detecté que
las micosis predominantes por orden de frecuencia fueron; candidiasis 63%, criptococosis
29% e histoplasmosis 8%; con predominio del sexo masculino con una relacién de 1,7:1
en pacientes con VIH-positivo (24).

En nuestro pais no se ha implementado aun una técnica molecular para la genotipifi-
cacion de las cepas de Cryptococcus aisladas de muestras ambientales y de pacientes en
los diferentes hospitales del pais.

En Honduras, patologias como la criptococosis no han podido ser controladas, porque no
se han realizado estudios previos que alerten sobre la presencia de este patégeno en
ambientes que son altamente frecuentados por el humano. Ademas no se conocen las
especies y genotipos de Cryptococcus que afectan al hombre, ni los que estan presentes

en los nichos ecoldgicos predilectos por este hongo.
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4. HIPOTESIS

Las cepas del complejo Cryptococcus aisladas de pacientes inmunodeprimidos en el Insti-
tuto cardiopulmonar, y del ambiente, corresponden principalmente a C. neoformans var-

iedad grubii genotipo VNI.
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5. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Determinar los genotipos de cepas de Cryptococcus aislados en pacientes, y muestras
ambientales, mediante la técnica molecular de PCR- RFLP URA 5 del Instituto Nacional

Cardiopulmonar, Tegucigalpa, Honduras, 2014-2015.

2. Objetivos especificos

36

Demostrar la presencia de la levadura de Cryptococcus en muestras clinicas y

ambientales e identificarlas por métodos directos y pruebas bioquimicas.

Caracterizar fenotipicamente los aislamientos de Cryptococcus neoformans y
Cryptococcus gattii aisladas de muestras clinicas y del ambiente, utilizando el

medio de CGB.

Identificar los genotipos de los aislamientos de Cryptococcus en muestras clinicas

y ambientales mediante la técnica molecular PCR-RFLP URAS.

Comparar los principales factores de patogenicidad entre los aislamientos ambien-

tales y clinicos de C. neoformansy C. gattii.

Identificar los hongos ambientales que coexisten con Cryptococcus en el medio

ambiente como probable fuente de infeccidén para una micosis invasora.

Analizar los datos demograficos y factores predisponentes en los pacientes con

criptococosis.



6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio

Enfoque del estudio cuantitativo, tipo descriptivo, Disefio no experimental. La poblacién
objeto de estudio son las levaduras de Cryptococcus.

Utilizando los archivos del laboratorio como antecedente para ser utilizado como marco de
referencia, el mapa del INCP sera otro recurso para identificar la posicion de los arboles y
nichos de palomas a analizar. El tipo de muestreo fue por conveniencia, muestra proba-

bilistica, se fracciond el predio en zona 1, zona 2 y zona 3.

6.2 Alcance

Este estudio ofrece la posibilidad de predecir que el genotipo de Cryptococcus aislado en
el INCP que puede ser potencialmente patdégeno para personas inmunodeprimidas e in-
munocompetentes.

Se ha seleccionado el INCP porque es un hospital con arboles, aves, también asisten
personas que pueden infectarse con Cryptococcus, ademas existe la facilidad de recolec-
cion de cepas clinicas por parte del personal de laboratorio, donde Dr. José Ivan Ro-

driguez jefe de la unidad de Micologia es el responsable.

EQra - A DO MREITYCN ¥ TOrNT A ARLON
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6.3 Variables

criptococosis

OBJETIVO #1 Demostrar la presencia de la levadura

de Cryptococcus en muestras clinicas y

ambientales e identificarlas por métodos

directos y pruebas bioquimicas.
Variable Definiciéon Operacionalizacion
Paciente Persona con sintomas y signos clinicos carac- | Sintomas clinicos;

teristicos de criptococosis Fiebre, cefalea, convulsiones, etc.

Muestras Muestras clinica tomada de un paciente con | LCR, orina, biopsias, esputo, etc.

Género de palomas

Es una especie de ave columbiforme de la
familia Columbidae. Es el ancestro de las pa-
lomas domésticas,

identificacién

Geénero de hongo aislado

Los hongos son organismos eucaridticos que
realizan una digestion externa de sus alimentos

aislamiento e identificacion

lugar de muestreo

Es la zona o area verde donde se tomaran las
muestras ambientales y se han distribuidas en
3 partes

zona 1 esta ubicado en el area verde
ubicada en al parte frontal del INCP
Zona 2 area verde ubicada en el centro
del INCP

zona 3 area verde ubicada en la parte
posterior del INCP

de raices de plantas lefiosas, como los arhales.

arbol Planta de tronco lefioso, grueso y elevado que | Los eucaliptos de porte recto. La corte-
se ramifica a cierta altura del suelo formando la | za exterior es marrén clara con aspecto
copa: de piel y se desprende a tiras, con hojas

ovaladas con olor caracteristico.
arbusto planta lefiosa, no se yergue sobre un solo tron- | plantas que se encuentre a 5 metros de
co o fuste, sino que se ramifica desde la misma | distancia a la redonda maximo del arbol
base. de Eucaliptus.

Flores La flor es un corto tallo de crecimiento determi- | cortar flores y colocar en una bolsa
nado que lleva hojas modificadas estructural y ziploc, macerar y cultivar en Agar semi-
funcionalmente para realizar las funciones de lla girasol
reproduccion.

corteza La corteza es la capa mas externa de tallos y | desprendimiento de la corteza con cu-

chillo minimo 10 pulgadas del suelo,
macerar y cultivar en Agar semilla gira-
sol

detritus en suelo y oque-
dales del arbol

son residuos, generalmente soélidos permanen-
tes, que provienen de la descomposiciéon de
fuentes organicas (vegetales y animales). Es
materia muerta.

Recoger con cuchara el detritus del
suelo debajo del arbol y el detritus que
se encuentre en las oquedales y guar-
darlo en bolsas plastica Ziploc, macerar
y cultivar en Agar selilla Girasol

de Cryptococcus neoformans y Crypto-
coccus gattii aisladas de muestras clini-
cas y de pacientes, utilizando prueba
bioquimica CGB.

Factores de patogenicidad

Guano El guano (del guechua wanu) es el sustrato | Recolecciéon de escremento haciendo
resultante de la acumulacién masiva de excre- | uso de guantes y mascarilla para depo-
mentos de aves en ambientes aridos o de es- | sitarlo en bolsas ziploc. macerar y culti-
casa humedad. var en agar semilla girasol

OBJETIVO#2y#4 Caracterizar fenotipicamente las cepas
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Variable

Definicién

Sistema de operaciones

vadura , esta compuesta principalmente de dos
polisacaridos, glucuronoxilomanano(GXM) y
galactoxilomanano (GalXM), ademas de una
menor proporcion de manoproteinas.

fenoloxidasa Enzima producida por la levadura de Crypto- | Observar pigmento de melanina de
color café oscuro debido a la oxidacion
coccus de los substratos fendlicos del medio de
cultivo Agar semilla de girasol por la
presencia de la enzima fenoloxidasa
que posee el hongo.
ureasa Enzima producida por la levadura de Crypto- Suspender en 0,5 ml de medio de urea
coccus capaz de hidrolizar la urea una porciéon de la colonia de Cryptococ-
cus , observar un color rosado como
resultado positivo.
nitratos Es la capacidad que tiene la levadura de redu- | Utilizar caldo con nitrato 2 ml , incubar a
cir los nitatros a nitritos o aminas y nitrégeno | 37 °C x 24 horas, utilizando los
libre reactivos : alfa naftol y acido sulfanilico.
capsula La capsula es una estructura que rodea la le- Induccién de capsula sembrar en Sa-

bouraud la levadura e incubar en atmos-
fera de CO2.

crecimiento a 37 °C y 40
°C

Capacidad de Cryptococcus spp de crecer a 37
°Cy 40°C

Incubar los cultivos de Cryptococcus a
37°Cy 40°C.

Especie

El complejo Cryptococcus comprende dos es-
pecies C.neoformans y C. gattii, con diferencias
epidemioldgicos y patdgenas.

Sembrar las cepas de Cryptococcus en
medio de CGB.

perfil de asimilacion de
compuestos de carbono

Utilizar de Api aux 20C.

OBJETIVO # 5

Identificar los genotipos de las cepas de
Cryptococcus aisladas en muestras clinicas
y ambientales mediante la técnica molecular
PCR-RFLP URAS.

variedades de cepas de

El complejo Cryptococcus esta formado por 8
variedades C. neoformans: VNI,VNII, VNIII,

Utilizando la tecnica molecular PCR-

Cryptococcus VNIV. C. gattii: VGILVGILVGIII, VGIV RFLP URAS.
OBJETIVO # 6 Identificar los hongos ambientales que coexis- Reaislar en Sabouraud las colonias con
ten con cepas de Cryptococcus. caracteristicas coloniales de hongos e

identificarlas por morfologia colonial y
celular haciendo montajes con azul de
lactofenol luego observando su morfolo-
gia celular en microscopio binocular con
objetivo de 40x.

OBJETIVO # 5 Analizar los datos demograficos y factores

predisponentes en los pacientes con criptoco-
cosis.

Factor de riesgo

Es cualquier rasgo, caracteristica o exposicion
de un individuo que aumente su probabilidad
de sufrir una enfermedad o lesion.

revision de expediente de paciente

fisiolégicas que diferencian al hombre y a la
mujer

edad Es el tiempo que una persona ha vivido a partir | ARos
de su nacimiento.
Sexo Son caracteristicas anatémicas, biolégicas y | Caracteristicas fisicas

Tabla-6 definicion de Variables
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Objetivo especifico # 1
Demostrar la presencia de la levadura de Cryptococcus en muestras clinicas y

ambientales, e identificarlas por métodos directos y pruebas bioquimicas.

6.4 Instrumentos

La medicion se realiz6 a través de pruebas estandarizadas, cuestionario. (Ver anexos).

El instrumento cuestionario (ver anexo). Las muestras clinicas (principalmente LCR vy
otras) se estudiaron previa solicitud del médico. Se le realizé un examen directo en fresco
y una prueba de tinta china. Ademas, la muestra se cultivo en agar Sabouraud por dupli-
cado y se incubo a 25 °C y 37 °C. Los resultados se recolectaron en instrumento #3 ( ver

anexos).

6.5 Area a estudiar

Tegucigalpa, es la capital y sede del gobierno de la Republica de Honduras, la cual se en-
cuentra unida a la ciudad de Comayaguela, por lo que se les declaré como Distrito Central
(D C), se encuentra en la region montafiosa sur central de Honduras, en el departamento
de Francisco Morazan, del cual Tegucigalpa es también la cabecera departamental. El
area metropolitana de Tegucigalpa y Comayaglela se encuentra rodeado por montafas,
geoldégicamente separadas por la cuenca del rio Choluteca. El Distrito Central al igual que
gran parte del centro de Honduras, tiene un clima tropical, aunque templado por la altitud.
Cuenta con dos temporadas, una seca y fria que comienza en noviembre y finaliza en
marzo, y la temporada lluviosa y calida que inicia en abril y finaliza en octubre. El prome-
dio de horas de sol por mes durante el afio es 211,2 ,y el promedio de dias lluviosos por
mes es de 8,9. El promedio de horas de sol durante la estacion seca es de 228 por mes,
mientras que 182,5 milimetros (7,19 pulgadas) es el promedio de precipitacion mensual
durante la estacion humeda. Los meses mas lluviosos de la temporada de lluvias es de

mayo-junio y septiembre-octubre, con un promedio de 16,2 dias de lluvia durante esos

periodos. Coordenadas 14° 539" N, 87° 12' 24" O. Temperatura media 12 °C a 37 °C.
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ElI INCP se encuentra rodeada en su parte norte por el cerro El picacho con altura maxima

de 1200 metros sobre el nivel del mar.
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El area del INCP se dividio en tres zonas; Z1, (Noreste), Z2 (sur), Z3 (oeste), la Z1 esta
situada en la entrada del hospital, la Z2 es la parte media y la Z3 la parte mas interna del
hospital, aqui se encuentra la sala de cardiologia y cuenta con 28 arboles de diferentes
especies.

La muestra de arboles:

Figura - 70 Mapsy o Roo fuss y o i’ s s Fovocann Bogazany 7w sow ma asdindos wo o INVE

Se enumeraron los arboles a partir del uno, luego se seleccionaran los niumeros pares del
mismo género.

La toma de muestras de arboles y de excretas se tomd de este a oeste, 0 sea a partir del
portén de entrada del hospital.

Se realizaron muestreos ambientales de excretas de aves, detrito de arboles, y hojas en

las areas verdes del INCP.
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Se seleccionaron aquellas areas donde se observé una alta presencia de aves para la
recoleccién de sus excretas, se obtuvieron muestras ambientales a partir de suelos cont-
aminados con excrementos de aves, asi como de materiales y detritos depositados en las

oquedades de los arboles, y material vegetal depositado en la base del arbol.

BREVE HISTORIA DEL INCP

El Instituto Nacional Cardiopulmonar fue creado en el afio de 1948 como “Sanatorio Na-
cional Antituberculoso”. Posteriormente en 1968 se transformé en el “Instituto Nacional del
Toérax”, incrementando su cobertura a todo tipo de enfermedades cardiorrespiratorias.
Aunque finalmente en 1992 por Acuerdo Ministerial se convierte en el “Instituto Nacional
Cardiopulmonar”. Cuando en Honduras se presentaron los primeros casos de VIH el
“Hospital del Térax”, fue el que tuvo la responsabilidad de dar atencion a los pacientes
que eran remitidos de otros hospitales a nivel nacional. En 1992 por acuerdo Ministerial el
Hospital del Toérax se convirtid en el Instituto Nacional Cardiopulmonar de IV nivel de
atencion. En base a esto se cre6 la unidad de investigacion y docencia, la que entre otras
cosas le da el status de Instituto. Por Acuerdo Ejecutivo N0.2436 es llamado Instituto Na-
cional Cardiopulmonar (INCP). El Instituto Nacional Cardiopulmonar cuenta con 427 pro-
fesionales de la salud. El INCP es el unico en el pais que cuenta con medidas de biose-
guridad, salas de presion negativa en Broncoscopia y salas de Tuberculosis. Funciona
una clinica de Asma, Tuberculosis, Cesacién Tabaquica y una sala para Cancer Pulmonar.
Ademas cuenta con los servicios de apoyo de radiologia e imagen, anatomia patoldgica,
hemodinamia, laboratorio clinico, cuidados intensivos, cardiologia, pruebas de funcion
pulmonar, farmacia, laboratorio, electro y ecocardiograma y esterilizacion de equipos

(126).
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6.5 Recoleccion de la muestra

6.5.1 Muestras de pacientes
Los aislamientos de pacientes fueron facilitadas por el personal del laboratorio clinico del

Instituto Nacional Cardiopulmonar.

6.5.2 Muestras ambientales

Se realizdé un muestreo aleatorio de acuerdo a una programacién (al menos 300 mues-
tras) de diferentes arboles y nichos ecolégicos, de acuerdo al método analitico a emplear,
el tamafio minimo de muestra fue de 4 gramos y fue representativa (de diferentes partes
del arbol y nidos). Las muestras se procesaron de manera inmediata en el laboratorio de
Micologia de la UNAH. El muestreo se realiz6 mensualmente durante un periodo de 3
meses. En cada sitio de muestreo se colectaron aproximadamente 4 g de excretas secas
con bajalenguas estériles y se colocaron en bolsas de 30 x 20 cm. Las hojas se cortaron

con podadoras, la corteza con cuchillo a una distancia mayor de 30 cm. del suelo.

Codificacion de muestras y aislamientos

Codigo Origen Codigo Origen
AE Excretas DEnt Detritus de Enterolobium
AA Ambiente HMain Hojas de Mangifera indicans
HEu Hojas de Eucalyptus FLMain Flor de Mangifera indicans
CEu corteza de Eucalyptus DMain Detritus de Mangifera indicans
FEu Flor de Eucalyptus FIHib Flor de Hibiscus
FruEu Fruto de Eucalyptus HHib Hoja de Hibiscus
DetrEu | Detritus de Eucalyptus HLauno Hojas de Laurus nobus
HEnt Hoja de Enterolobium FruCarurens Fruto de Caryota urens
CEnt Corteza de Enterolobium LCR Liquido cefalorraquideo

Esp Esputo

Tabla - 7 Codificacion de muestras ambientales y clinicas
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6.6 Procesamiento de la muestra

Para procesar las muestras se uso la técnica de Shields y Ajello, modificada por Pal y
Baxter (123). Un gramo de cada muestra se macerd en mortero, luego se disolvié en 50
ml de solucién salina 0,9% estéril con agitacion durante 5 minutos. Se dejé reposar por 30
minutos, y del sobrenadante se tom6 1 ml el cual se sembré por triplicado en placas que
contenian medio agar niger (Guizotia abyssinica - semillas de niger 70 g; glucosa 10 g,

cloranfenicol 50 mg; bifenilo 1 g, agar 20 g; agua destilada 1000 ml).

3 * TV 0000 OO DSANTWN, OF EADRNS CaCordTIILICas COMNRADS y A0V
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Las muestras se incubaron a 28 °C (temperatura ambiente) y se observaron durante 7
dias. Se identificaron las colonias levaduriformes color pardo claro con pigmentacion mar-
rén y caracteristica mucoide, observadas mediante estereoscopio. Fueron reaisladas en
agar Sabouraud dextrosado para obtener cultivos puros (Difco, laboratorios, Detroit, Ml,
EE.UU.) y se observaron al microscopio con tinta china para investigar la presencia de

capsula.

6.7 Pruebas bioquimicas para identificacion de género

6.7.1 Ureasa

Se detecto la produccion de ureasa en medio de Christensen modificado, y por la prueba

de micrométodo. Para el primero se utilizo: (peptona, 1 g; cloruro de sodio, 5 g; fosfato
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monopotasico, 2 g; de glucosa, 1 g; urea, rojo fenol 0,2%, 6 ml; agua destilada, 1000 ml).
Para la prueba del micrométodo: Urea (Difco, Detroit, EE.UU.) 6,0 g, extracto de levadura
0,03 g, rojo de fenol 3,0 mg, KH2 PO 0,41 g, Na2HPO4 0,43 g, y agua destilada 150 ml. Se
esterilizé por filtracidn, se incubo 37 °C, un tubo del medio de cultivo sin inocular a para
control de calidad. Se realizé una suspension en 0,5 ml del medio de urea de cada ais-
lamiento a partir de cultivo de 24-72 horas, se incub6 de 4 a 6 horas a 37 °C. El viraje del
indicador a rojo determind la presencia de la enzima ureasa. La concentracion de la ure-

asa se midié cada hora mediante espectofotometria a una absorbancia de 550 nm.
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6.7.2 Prueba de fenoloxidasa

Se determiné la prueba de fenoloxidasa utilizando el medio de Agar Niger. También se ex-
perimentd utilizando semillas con caracteristicas bioquimicas similares a Guizotia
abyssinica como: Dioclea megacarpa, Canavalia ensiformis, Moringa oleifera, Phaseolus

vulgaris, Mucuna pruriens y Linun usitatissimum.
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Se pulverizaron en un mezclador doméstico y se pesaron 15 g de la semilla.
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Se hirvié durante 20-30 min en 250 ml agua destilada, seguido por filtracion a través de un
pano de gasa. Luego, se anadié 9 g de agar y se agrego 250 ml de agua destilada.

Se hirvié durante 20-30 min nuevamente, y el valor de pH en este punto era 5,5. El medio
se sometié a autoclave a 121 °C durante 15 min. Las placas de agar se prepararon por

distribuidora de un medio fundido enfriado 20 - ml por placas de Petri.
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6. 7.3 Crecimientoa 37 °Cya25°C
Las cepas con caracteristicas morfolégicas de Cryptococcus ya purificadas se sembraron
en agar Sabouraud y se incubaron por 7 dias en incubadoras con la temperatura

correspondiente.
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6. 7. 4 Prueba de asimilacion de nitrato de potasio

Algunas especies de levaduras pueden utilizar nitrato como unica fuente de nitrégeno
para lo cual poseen una enzima nitrato reductasa que reduce el nitrato a nitrito, este ulti-
mo reacciona con el acido sulfanilico y la N,N-dimetil-1-naftilamina para dar un compuesto
color rojo.

Medio base: nitrato de potasio 5,0 g Fosfato monosddico 11,7 g Fosfato disédico 1,14 g
Cloruro de benzalconio 1, 20 ml AD c.s.p. 200 ml. Reactivos reveladores de la reaccion;
Reactivo A : Acido sulfanilico 1,6 g Acido acético 5 M 200 ml. Reactivo B: N, N-dimetil-1
naftilamina 1.0 g, Acido acético 5 M 200 ml (El &cido acético 5 M se preparé adicionando

1 parte de acido y 25 partes de agua destilada.

Se prepard una suspension densa en caldo de nitrato usando colonias de un cultivo fres-
co y puro en agar Sabouraud, se inocul6 el medio de prueba de nitrato para darle una tur-
bidez fuerte, se tapé el tubo, se incubaron los tubos inoculados y un tubo control del me-
dio de cultivo sin inocular a 35 °C — 36,5 °C (sin anadir CO2) durante 48 horas. Luego se
ahadieron 5 gotas del Reactivo A de Nitrato a cada tubo (incluido el control sin inocular).
Se agité suavemente cada tubo de adelante hacia atras para mezclar el Reactivo A con el
medio; se anadieron 5 gotas de Reactivo B de Nitrato a cada tubo (incluido el control sin
inocular) y se agité de nuevo suavemente cada tubo de adelante hacia atras para mezclar
el Reactivo B con el medio. Se reviso el control del medio sin inocular, el cual no presentd
cambio de color. El control positivo del medio puede mostrar cambio de color de rosado a
rojo o no, segun si el nitrato fue reducido a nitrito o completamente reducido a nitrégeno
gaseoso. Si aparecié un color rosado rojo se tomo como positivo. Si el medio se mantuvo
incoloro después de anadir los reactivos de Nitrato Ay B, se afadié al medio una pequefia
cantidad de polvo de zinc. Se agité vigorosamente el tubo de adelante hacia atras para
mezclar bien el zinc, y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 10—-15 minutos. Si

el medio permanecio incoloro después de anadir el polvo de zinc, el resultado de la prue-
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ba fue positivo (el nitrato ha sido reducido a nitrito y completamente reducido a nitrégeno
gaseoso). Se registro el resultado para el aislamiento como “positivo a nitrato” y se puede
presumir que la cepa en estudio no es Cryptococcus. Si el medio se torné rosado-rojo
después de anadir el polvo de zinc, el resultado se considerd negativo. Se utilizé un con-

trol negativo C. neoformans y un control positivo C. albicans.
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6.7.5 Induccién de capsula

Las cepas purificadas se resembraron en agar Sabouraud y agar cerebro corazén con
atmosfera de COyz, se reviso la morfologia colonial y celular, se realiz6 montaje de la colo-
nia con tinta china y se observé al microscopio. Se midid el diametro total de la célula, el
tamanfo de la capsula y el tamafio de la célula. El tamafo capsular y celular se midié utili-
zando el programa procesador de imagenes de uso libre ImageJ 32. Las diferencias de
tamanos de las células fueron analizadas mediante la prueba t de Student y la correlaciéon
entre el tamafio de la capsula y el tamafio del cuerpo celular fue analizada mediante una

correlacion de Pearson y ANOVA, con el programa con el programa estadistico SPSS19.

.
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6.7.6 Susceptibilidad a la cicloheximida
Las cepas con caracteristicas celulares y coloniales de Cryptococcus se cultivaron en

agar Mycosel y se incubaron a 25-28 °C.
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6.7.7 Prueba de asimilacion de azucares
Se realizé la prueba de asimilacion de azucares, mediante el kit APl 20C AUX (bio-

Merieux, Francia), para la identificacion bioquimica de la levadura.
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Objetivo 2
Caracterizar fenotipicamente las cepas de Cryptococcus neoformans y Crypto-
coccus gattii aisladas de muestras clinicas y de pacientes, utilizando pruebas bio-

quimicas.

6.8 Prueba bioquimica para la identificacion fenotipica de especie.

Para diferenciar por métodos bioquimicos las especies C. neoformans y C. gattii se utilizo
el Medio GCB (Medio de glicina-canavanina-azul de bromotimol)

Solucién A :(Suplemento) glicina 10,0 g ,KH2PO4 1,0 g , MgSOs4 1,0 g, tiamina.HCI 1 mg,
L-canavanina (Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) 30 mg, agua destilada 100 ml. Se
ajusto el pH a 5,6. Se esterilizé por filtracion.

Solucion B: azul de bromotimol sédico 0,2 g, agua destilada 50 ml. Base: se mezclé 440
ml de agua destilada, 10 ml de Solucién B y 10 g de agar. Autoclavado 15 minutos a 1
atm.

- Para preparar el medio se mezclé una parte del Suplemento con 9 partes de la Base
fundida y enfriada a 45 °C.

- A los medios se les realizé control de calidad incubando a 37 °C por 24 horas el color
amarillo se tomé como negativo.

- Para observar el crecimiento de C. gattii se incubd entre 5y 7 dias en CGB a 25-27 °C si

crecio y vird el indicador de amarillo a azul se tomd como positivo para C. gattii.
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Las cepas reaisladas fueron conservadas en viales tapon de rosca con agua destilada es-

téril a temperatura ambiente (127).
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Objetivo 3
Identificar los genotipos de las cepas de Cryptococcus aisladas en muestras clinicas y

ambientales mediante la técnica molecular PCR-RFLP URAS.

6. 9 Extraccion de ADN

Caracterizacion molecular de cepas de Cryptococcus spp : La extraccion de ADN de las
levaduras se realizé siguiendo este procedimiento: de una asada del cultivo previamente
sembrado durante 48 horas en agar glucosado de Sabouraud o agar extracto de levadura,
peptona, dextrosa (YEPD), se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, y se al-
macend a -20 °C durante 30 minutos por lo menos, (o durante la noche). Se Adicion6 500
ul de buffer de lisis y 5 yl de 2-mercaptoetanol, se agité vigorosamente en voértex, se in-
cubd a 65 °C durante 1 hora ( se agité en vortex al menos 1 vez durante la incubacion) .
Luego se agreg6 500 ul fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (v:viv 25:24:1), y se mezclod en
vortex durante 2 minutos hasta obtener una suspensién homogénea. Después se cen-
trifugd a 14000 rpm durante 15 minutos. Se retird la capa acuosa superior (sobrenadante),
se transfirio a otro tubo de 1,5 ml y, se mezclé con un volumen igual de isopropanol. Se
precipitd el sobrenadante a -20 °C durante 30 minutos por lo menos (la precipitacion del
ADN durante toda la noche a -20 °C mejoré el rendimiento de la extraccion). Se centrifugd
a 14000 rpm a 4 °C durante 15 minutos. Se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet
con una solucién acuosa de etanol al 70%. Luego se centrifugé a 14000 rpm durante 15
minutos. Se descartd el sobrenadante, y el pellet se sec6 en horno de 37 °C. Después se
resuspendié el ADN en 50 ul agua destilada estéril o buffer TE .

Se determiné la concentracion del ADN en el NanoDrop 2000c¢ (Laboratorio de Virologia) y

se diluyo segun la concentracion requerida para la PCR (10 ng /ul) (127).
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6.10 Reaccion en cadena polimerasa (PCR)

Para el desarrollo de esta técnica se utilizaron los siguientes iniciadores especifi-

cos que han sido disefados para amplificar el ADN.

URA5 (5’ ATGTCC TCC CAAGCC CTC GACTCC G 3))
SJ101 (5 TTAAGA CCT CTGAAC ACC GTACTC 3)

Estos primers fueron corroborados usando el programa Primer blast en http://www.nc-

bi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/ . Los primers fueron comprados a INTEGRATED DNA

TECHNOLOGIES (IDT) en Estados Unidos a través de su representante en Honduras.
Los primers libres de sal se reconstituyeron de acuerdo a las indicaciones del fabricante

para una concentracion final de 100 pM.

Los dNTPs utilizados se compraron en (PROMEGA) con sede en Estados Unidos.

Se estandarizé la concentracion de MgCl2 25mM 10x la tabla siguiente muestra las canti-

dades utilizadas en el master mix. La

Mgclz 2smm (1ox) ~ factor de dilu-  vol Mgclz2smm master mix sin - agua/ul

concentracion  cién (1ox/pl Mgclz /ul

problema

0.3 83,3 0,24 13,0 6,76
1.0 25 0,8 13,0 6, 2
1.5 16, 6 1,2 13,0 5,8
25 10 2,0 13,0 5,0
3.0 8,3 2,4 13,0 4,6
volumen final 20,0

Tabla - 8 Estandarizacion de la solucién de Mgclz .

mejor banda se observé a una concentracion de 3mM.Se estandariz6 la temperatura, se
probé a 65 °C, 64 °C, 63 °C, 60,6 °C, 58,2 °C y 55 °C seleccionando la que presenté mejor

banda esta fue a 64 °C.
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concentracion  volumen para 1 muestra

Tampoén 5x 1x 4 pl
dNTPs 2 mM 2 ul
Mgcl2 (10x) 3mM 2 ul
primers URA5/SJ101 | 4 mM 4l
Taq DNA polymerasa | 1U/ul 0.1yl
ADN muestra 10 ng/ul 4 ul
Agua 4 ul
volumen final 20 pl

Tabla - 9 Reactivos para la realizacion de PCR para Cryptococcus

6.10 Cepas de referencia
Las cepas de referencia pertenecen la Coleccion de Cultivos del Laboratorio de Mi-
cologia del Hospital de enfermedades infecciosas "Dr. Francisco Javier Mufiiz" de Buenos
Aires, Argentina.

(A) Control C. neoformans var. grubii tipo molecular VNI

(B) Control C. neoformans var. grubii tipo tipo molecular VNII

(C) Control C. neoformans hibrido AD patrén molecular VNIII

(D) Control C. neoformans var. neoformans tipo molecular VNIV

(E) Control C. gattii tipo molecular VGI

(F) Control C. gattii tipo molecular VGII

(G) Control C. gattii tipo molecular VGIII

(H) Control C. gattii tipo molecular VGIV
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6. 11 Técnica PCR-RFLP

Se empled el RFLP del gen orotidina monofosfato pirofosforilasa (URAS) para diferenciar
los 8 principales tipos moleculares de C. neoformans y C. gattii. Los productos de PCR
amplificados del gen URAS fueron sometidos a una doble digestién enzimatica con Hhal y
Sau9é6l, y segun los perfiles de RFLP las cepas se diferenciaron entre los ocho tipos

moleculares principales de C. neoformans'y C. gattii.

|2 amplificacian por PCR sa realiza usanca al siquiarta pragramas
44 °C Cenaturacon inicial 3 mn
94 °C Dengturacian 45 s

54 °C A /lamiento 1 min > | %8 ciclce
12 °C Exensidn 1 mn

72 °C Bxensidn final 7 min

Después de la amplificacion por PCR, los productos obtenidos se visualizaron en
un gel de agarosa al 1,4 % con 1X TBE para confirmar a cantidad y especificidad

de la amplificacion (el producto de PCR es de aproximadamente 779 pb)

Productos de PCR de la amplificacién del gen URA5: Cepas de referencia y ais-
lamientos clinico y ambientales, 10x buffer de restriccion para Hhal (MTRB buffer)
lote: 0061410 y Sau96l (NEB buffer) lote:0251410. Albumina Sérica Bovina BSA
(10mg/ml).Enzimas de restricciéon Hhal (20.000U/ml) y Sau96l (5,000U/ml) New
England Biolabs (128).

Hhal Sitio de reconocimiento

aislada de Haemophilus haemolyticus (ATCC 10040) 55GCG/C3
3'C/IGCG5'

Sau96l

(aislada de Staphylococcus aureus) 5°GG/NCC3’
3'CCNG/G5’

Tabla - 10 Enzimas de restriccion y sitios de reconocimiento
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Reactivo concentracion volumen en pl

CutSmart buffer 10x 3,0
Hhal 25,000 U/ml 0,3
Sau96l 5,000 U/ml 0,6
Albumina 10 mg/ml 0,3
utilizar de la mezcla anterior 3,0 ul 3,0
Producto de PCR 17,0
volumen final 20,0

Tabla - 11 Reactivos para realizar la técnica PCR- RFLP URA - 5
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Objetivo 5

Identificar los hongos ambientales que coexisten con cepas de Cryptococcus.

A partir de las muestras ambientales sembradas en Agar niger donde se obtuvo
aislamientos de Cryptococcus se purificaron cepas de hongos filamentosos y le-
vaduriformes en agar Sabouraud incubados a temperatura ambiente, en un pe-
riodo de 3 a 7 dias. La identificacion de los hongos se realizé en base a la morfo-
logia colonial analizando su anverso y el reverso, y su morfologia celular. Las ob-
servaciones microscopicas se hicieron por disociacion de las colonias mediante
las técnicas de fragmento de la colonia y de la cinta adhesiva, haciendo los mon-
tajes en portaobjetos con azul de lactofenol. Los montajes fueron observados
marca Olympus HX 21. Para la identificacion morfologica se utilizaron las descrip-
ciones coloniales y celulares ademas, y claves utilizando diferentes libros de mi-

cologia.

Objetivo 6
Analizar los datos demograficos y factores predisponentes en los pacientes con criptoco-

cosis.

Se elaboré un instrumento para recolectar los datos demograficos y los factores predispo-
nentes en los pacientes en los cuales se aislé Cryptococcus, se obtuvo la aprobacion del
Comité de ética del INCP y la Autorizacion de la Directora del INCP para la revision de los

expedientes de los pacientes.

6.12. Analisis de resultados.
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El analisis e interpretacién de datos se realizé aplicando estadistica descriptiva; frecuen-
cia, medidas de tendencia central, medidas de variabilidad; rango desviacion estandar y

varianza utilizando el programa estadistico SPSS 20 (IBM) (129). Ademas se uso el pro-

grama de Microsoft Excel.

6.13 Este estudio fue aprobado por el comité de Etica del INCP.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo especifico 1
Demostrar la presencia de la levadura de Cryptococcus en muestras clinicas y

ambientales e identificarlas por métodos directos y pruebas bioquimicas.

Se recolectaron 300 muestras ambientales: 56 de excretas de aves y 244 muestras rela-
cionadas con arboles: 58 de hojas, 35 de flores, 41 de corteza, 42 de detritus de
oquedades, 26 de suelo, y 10 del ambiente. De las que se obtuvieron 29 aislamientos.

Ademas se estudiaron 13 aislamientos de origen clinico.

zona Frecuencia Porcentaje
zona 1 8 19,0
zona 2 20 47,6
zona 3 1 24
sala 13 31,0
Total 42 100,0

Tabla - 12 Cepas de Cryptococcus aisladas por zonas en el INCP, Tegucigalpa, Honduras. 2014-2015

La zona de estudio de muestras ambientales se dividié en tres; Z1(zona 1) , Z2 (zona 2) ,
Z3 (zona 3). En la zona 1 se obtuvieron 8 (19%) aislamientos, en la zona 2 se observaron
20 (47,6%) aislamientos, y en la zona 3, 1 (2,4%) aislamiento de Cryptococcus. En la
zona 1y zona 2 se aislé el mayor numero de cepas de Cryptococcus, probablemente
porque aqui se concentra el mayor niumero de arboles, con predominio de Eucalyptus
camaldulensis y, ademas con nidos de aves (Columba livia). El género Cryptococcus
tiene como habitat natural arboles, suelo, detritus, excretas de aves (15). EI INCP es un
hospital construido en 1948, de paredes de piedra, arteson de madera con cielorraso es-
pacio que aprovechan las aves para hacer sus nidos y formar acumulacion de excretas de

mas de 12,5 cm de espesor, estos nichos se encuentran en los techos de las salas de los
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Figura - 25 Cepas de Cryptococcus aisladas en muestras ambientales y clinicas , Tegucigalpa, Hon-

duras. 2014-2015

Excretas g

pacientes hospitalizados por tuberculosis y con VIH-SIDA, Es una fuente importante de
contaminacion, la arquitectura de estos techos brinda escasa iluminacién, favoreciendo la
multiplicacion de la levadura, que ademas aprovecha los sustratos que le dan las excretas
(130).

En la Z3 solo se aislé una cepa, debido a la escasez de arboles y a la baja concentracion
de excretas que no favorecen la multiplicacién de la levadura. En esta zona se recolec-
taron heces frescas sin éxito en el aislamiento de colonias caracteristicas de Cryptococ-
cus. Las altas concentraciones de amonio presente en las excretas frescas inhiben la mul-
tiplicacion de la levadura, a diferencia de las heces secas y protegidas de los rayos ultra-
violetas del sol, donde se pueden detectar altas concentraciones de Cryptococcus, donde
es capaz de sobrevivir mas de un afo si se renueva la fuente de nitrogeno (131). Las
levaduras que en estas condiciones miden hasta 2 micrometros son acapsuladas o con
capsulas muy pequenfias, lo que facilita su instalacién en el pulmén del huésped (132).

Las colonias aisladas fueron purificadas mediante resiembras en Sabouraud, se identifi-

caron por métodos directos y bioquimicos. Se analizaron un total de 42 (100%) cepas que
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presentaban las caracteristicas coloniales y bioquimicas del complejo C. neoformans/C.
gattii. En todos los casos las pruebas de fenoloxidasa, ureasa y presencia de capsula
fueron positivas. Aunque Trichosporon cutaneum y otras especies de Cryptococcus difer-
entes del complejo C. neoformans pueden producir pigmentacién, esto hace necesario la

confirmacion por otros métodos para reducir los errores en la identificacion (3).

Las 42 cepas de Cryptococcus aisladas en muestras ambientales y clinicas se identifi-
caron mediante API 20C AUX (125) de las cuales: 34 (81.0%) fueron identificadas como

C. neoformans, 7 (16,6%) C. laurentiiy 1 (2.38%) C. uniguttulatus.

B C. neoformans B C.gattii 30

T

Negativa
Positiva

Figura - 26 Especies de Cryptococcus identificadas con agar CGB

Al realizarle la prueba de CGB para diferenciar las especies resultaron 29 (69,0 %) para
C. neoformans y 10 (23, 8 %) para C. gattii. Cabe resaltar que de estas 10 cepas de C.
gattii, 5 fueron identificadas como C. neoformans y 5 como C. laurentii por APl 20C AUX.

De los tres aislamientos restantes: 2 (4,76%) eran C. laurentii: 1(2,4%) se encontré en
ambiente, 1 (2,4%) en esputo y 1 (2,38%) C. uniguttulatus, en hojas de Eucalyptus

camalduliensis.
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OBJETIVO 3

Genotipos Cepas ambientales cepas clinicas total
VNI 12 7 19
VNII 8 2 10
VGI 6 1 7
VGl 1 2 3
total 27 12 39

Tabla- 13 Genotipos de C. neoformans/ C. gattii por RFLP URA-5 en muestras clinicas ambientales y clini-
cas aisladas en el INCP.

VNINWNWEZS
UNIVAWVER

VNEWNV 148
VNI WMB2
VCIAWWN 1T
VEIAMICE
VCIIWVA?S
VGIAVMG 76
OFF 216

FF 217
120 to

8
2

Pygwerd0 FFLY O yui UNAS du s 10408 anlasen b
arbietales afacs en of NCP de = molomuars Lires

Figars « A Rwrang natwre gesersdod by AL mrLRicT O e o W0 bp S 1.2, 5, 3.9 y & pekore
. molocuiares VML lireas & 9 paten molecly /NIy rea 1

FEn (e ATGEEORROGHE. Larwe 24 A o VI Lo GTO0GA0N 36 Mtrccon henin Comocs

Ko ds stpins of o map wiscular s 1911 e on un el & 2 A% e aoataa & 5 vollons ] haoe

tve sbara oated foe aob Patbogoss Forgm
Colloetive (CFP) 298 [Dryniovacess naclorrans (VL))
ANY CrF 217 (VNI VLD LOWMO00ECUR QAT WM.
Wira n Morer Cudore Cofecyori

62



HARADMAIENIT7T1 22 N

ey
-~
LR
ceny
Modny

e
o~

"o tp

bt b [Ws
FQU-SU IOLP 4 6N UAA-S SEISTEOSE
an bbb 3 tinkia oo s el INCP
0 L. NEOXSATINS Linéa ! 0 Deec
da 1 kp: wasa 5 "0 15 ¢ "8 abdamisrts
aralonaos) Inea 25 aslamenn cinco,

1o by
1000

Flgua- 1R RALD aul gan URA S oo De S00 swaviemod

Flowra-IT RFLP g8l osn URA-S de bs 1129 («52
Anbrtdes & C NORmans ailadts o o I

120 11,20 CINCOE o pasere Bol INCP & €. seclormuane Lises .
:ﬁ“"fwamﬁk;’:‘rlm w"J‘X ,Mm-“,_m,m ede 27 31 24 3% 3 potrones moleculares VNI lineas 7
. i AL rososrel VHL lrma 2) pibsdn roeces RIS 3TN andlenta) 28 [dsamans cliaco]

2 e
VWL Los rosudos ae mshicods Senn conds en of parca wcihxcuiar VNI y b T copa  Sarbro
M & 237 On DO, 1 Ve 3 NOnes VNI |'s mxucne de recssdin ‘wem
comém en un gel 3l 28% o agarecs a U
woltcw Yharaa

partn rolecutyr VL Los producios de eeiricodn
Aoon O en un O d 2% N aQarria, a %0
VOl I hovat

ite
2w
™
Wibo
o

L™

Figura-dl RFL® de gen URA-5 crpas

amaiania'es y clinicos de C. gal's aiskedas en el pr e :"‘:":‘1 i gt |
INZF, Lines M marsdor 43 peso ce 10C by I ne N° rerasenr rsd gren dy WA By lsew. 4600
IIngas 01, 02 y 07 [aslamierios arbetalus), LA L0, poepra ek vl el WS Do00m sheac|
peliuies nogcu gres VGlhlineas, 05 PAXC s A i VYL ML Lea ar b
(aislamiento ambizncal, B y 10 (aislmienta ””:“m":‘,:,:;:“ﬁ?%f‘f’m:rxf‘:‘;;:
clinizo! pawen rokcda VG| y inca 11 cepa Bhemrduy, WHERA v T
cortrTl VU, Loa arcducks 3¢ reatrceion hacren P A SIS S| A W e e 43
corndoe on um gel A 2% do agirose, a Bl oma coric VW Lo prolucicl ity

coMens on un 02 3l 265 6o 0300 € 20 sy G
vollioe) 3 rotae. hear P :

De los 29 (69,04%) aislamientos de C. neoformans (19 VNI y 10 VNII): 15 aislamientos
(12 VNI 'y 3 VNII) (51,7%), se obtuvieron en excretas de aves, 5 (17,24%) (5 VNII), en el
ambiente y 9 (31,03%) (7 VNI y 2 VNII) en muestras de LCR.

Se analizaron 10 aislamientos de C. gattii: 3 de origen clinico y 7 ambientales, de los 10
(23.81%) 7 fueron VGl y 3 VGII : 7 (70%) (6 VGl y 1 VG Il), en muestras ambientales: 6
aislamientos (42,85%) en Eucalyptus camandulenses y 1 (7,14%) en hojas de Enterolobi-
um cyclocarpum, y 3 (30 %) (1 VGl y 2 VGII) de origen clinico: 2 (20%) (2 VGII) en LCR y
1 (10%) (VGI) en esputo.
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1(7,14%) de C. laurentii se encontré en ambiente, 1(7,14%) en LCR, y 1 (7,14%) de C.
uniguttulatus en hojas de Eucalyptus camalduliensis (13).

Estos resultados demuestran que, las excretas es el mejor nicho para el crecimiento de C.
neoformans. La capacidad de C. neoformans para colonizar los excrementos de paloma
se ha atribuido a la capacidad de esta especie para utilizar creatinina como fuente de ni-
trogeno (51). La creatinina, sin embargo, también es utilizada por C. gattii que, en con-
traste, es incapaz de sobrevivir en excretas de aves. Esto resulta del hecho de que en C.
neoformans la sintesis de creatinina desaminasa, escinde la creatinina en amoniaco y
metilhidantoina, este proceso es reprimido por el amoniaco presente en las heces, mien-
tras que en C. gattii la enzima no es reprimida y la fuerte alcalinizacién inhibe su crec-
imiento (52).

Las concentraciones de esta levadura en el excremento de paloma a menudo exceden
106 organismos viables por gramo, su alta concentracion en este substrato puede estar
también relacionada con su habilidad para asimilar no sélo la creatinina, sino también xan-
tina, la urea y acido urico, compuestos abundantes en los excrementos de las aves (130).
Aunque Cryptococcus crece muy bien en nidos de aves que tienen como caracteristica
baja intensidad de luz y aire, no significa que sean vulnerables a las radiaciones solares.
Diferentes estudios mencionan que la capacidad de la levadura de producir melanina la
hace resistente a los rayos solares y a las altas temperaturas (133).

Kwon-Chung y otros autores han demostrado que las excretas no son el habitat natural
de Cryptococcus, estas levaduras viven en la vegetacion y caen en las excretas para mul-
tiplicarse. Se ha demostrado que el arbol Eucalyptus no es el habitat primario para C. gat-
tii (134). Recientemente, se ha incrementado el numero de reportes de aislamientos de
esta especie a partir de una variedad de especies de arboles en diferentes partes del
mundo, incluyendo Argentina (17), Colombia (18), Brasil (19), India (19), Sudafrica(17) y
Tailandia (20). Ademas, el aislamiento de esta especie se ha reportado a partir de otras

fuentes como cuevas de murciélagos, frutas e insectos (21).
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Aunque la frecuencia de C. laurentii es baja tiene alguna importancia como patégeno en
humanos que presentan algun factor predisponente o de inmunodeficiencia. C. laurentii se
estima que puede sobrevivir hasta dos afios cuando se encuentra en la sombra (27).
Desde 1995 hasta la fecha, se han reportado aproximadamente 12 casos por C. laurenttii,
en pacientes con: Leucemia mieloide aguda, transplante, nacimiento prematuro, uso de
catéter, Linfoma no Hodgkin y tumor soélido (135). Existen publicaciones de casos de
fungemia y otras manifestaciones en huéspedes inmunocomprometidos (136). C. unigut-
tulatus recientemente se ha reportado causando meningitis (137). Aunque no se aislo
Cryptococcus en materia organica en descomposiciéon en el suelo o en las oquedades de
arboles, se sabe que proporciona el substrato favorable para la propagaciéon de Crypto-
coccus.

En C. neoformans / C. gattii la relacién es variable para cada continente con un 68:1 en
Europa, 33:1 en Africa, 7,6:1 en Asia, 4,5:1 en Centro y Sur América, 3,5:1 (138). Aunque
el medio de CGB es util, econdmico, practico y de facil interpretacién para una identifi-
cacién presuntiva, los resultados falsos positivos como falsos negativos se pueden pre-
sentar, para la identificacion definitiva se debe utilizar un método molecular (139).

De los aislamientos de C. laurentii 2 presentaron una reaccion débil en el medio agar
CGB. Se puede decir que segun los trabajos de Klein y Tay algunos aislamientos de C.
laurentii pueden virar el medio de CGB pero que esto no es un problema en la identifi-
cacién de especies del complejo C. neoformans/C. gattii ya que estas son las 2 Unicas
especies que producen fenoloxidasa (140).

El medio, que se describe como canavanina -glicina-azul de bromotimol agar (Agar CGB),
diferencia C. gattii de otros Cryptococcus spp. Sobre la base de la resistencia inherente
de C. gattii a L-canavanina. C. gattii éste puede crecer en presencia de L-canavanina y
utilizar glicina como unica fuente de carbono, iniciando asi una reaccion de color azul de
bromotimol en el medio (141). Sin embargo, los aislamientos a partir de fuentes ambien-
tales muestran una menor especificidad. En nuestros resultados se observo que el 7,1%

de las cepas dio un resultado débil para CGB, algunos estudios han demostrado que un
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reducido porcentaje de C. neoformans puede presentarlo (35). La criptococosis por C. gat-
tii se observa en solo un 20% de los enfermos a nivel mundial con mayor frecuencia en
pacientes inmunocompetentes que C. neoformans (43).

La importancia practica que tiene para el médico y el paciente un diagndstico hasta nivel
de especie, es que las dos especies pueden mostrar diferencias en resistencia o sensibili-
dad a algunos antifungicos (142). Perfect (2014) concluye que para fines practicos, los
laboratorios de rutina identifican con métodos bioquimicos las dos especies de importan-
cia médica C. neoformans y C. gattii (92).

Se aislaron 29 cepas de C. neoformans y 10 cepas C. gattii, que se genotipificaron por la
técnica molecular de PCR-RFLP del gen URAS. De las 29 cepas de C. neoformans, 19
(65, 52%) presentaron patron molecular VNI, de las cuales 12 (63,16%) eran de origen
ambiental y 7 (36,84%) cepas clinicas. Las 10 (34,48%) cepas restantes de C. neofor-
mans presentaron patron molecular VNII, de éstas 8 (80,0%) eran de origen ambiental y 2

(20%) clinicas.

En este estudio la relaciéon de C. neoformans/ C. gattii fue de 2,9:1, en Centro y Sur
Ameérica, se ha reportado una relacion de 3,5:1, nuestros datos mantienen la misma ten-
dencia de que la especie predominante es C. neoformans. En América del Norte y en
Oceania la relacion es de 1:1,5, donde C. gattii es la especie predominante. El genotipo

predominante fue VNI coincidiendo con Colombia donde predomina el patrén VNI (38).

En relacion a C. gattii, 7 (70%) de los 10 aislamientos presentaron patréon molecular VGI
(6 cepas de origen ambiental y 1 cepa de origen clinico), y las 3 (30%) restantes fueron
VGII (1 cepa de origen ambiental y 2 cepas de origen clinico). Este ultimo patrén (C. gat-
tii AFLP6 / VGII) ha sido reportada en el medio ambiente del Caribe holandés y Puerto
Rico (143), lo que sugiere que C. gattii puede estar presente en otras localidades del
Caribe. Ademas, poco se sabe sobre la epidemiologia de C. gattii en América Central y el
Caribe (125). Se encontraron diferencias en el patron predominante de C. gattii, en nue-

stros resultados fue VGI, mientras que en otros estudios los aislamientos son agrupados
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en su mayoria en el patron VGII (38). C. gattii (serotipos B y C) habitualmente se encuen-
tra en zonas tropicales y subtropicales (49). En 1999 se produjo un brote de criptococosis
por C. gattii en Canada, que plantea la posibilidad de que esta especie podria localizarse

también en regiones de clima templado (144).
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La capsula es el principal factor de virulencia y de supervivencia de Cryptococcus. Se
evaluo la capacidad de formacion de capsula en las cepas de origen clinico y ambientales
El tamano inicial de la capsula fue entre 0,5 a 2 micras y el tamafio de las células de 1 a
3 micras. Después de la induccion, el tamafo de la capsula fue entre 2 a 6 micras y el de
las célula entre 6 y 14 micras, este ultimo dato, lo present6 una cepa de C. gattii (VG |) de
origen ambiental. C. neoformas (VNI y VN Il), fueron capaces de desarrollar una capsula

entre 6 a 12 micras (F= 2,899, sig = 0,049).
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En las muestras ambientales se observé antes de la induccién un tamafio de la capsula
inferior a 2 micras; este tamano facilita a la inhalacion de la espora y levaduras de Crypto-
coccus. Aunque la fagocitosis se favorece por el pequeno tamafo de estos propagulos, la
capsula aumenta significativamente de tamafo en pocas horas (alcanza 5-10 ym) y evita
la fagocitosis del microorganismo y lo protege de péptidos antimicrobianos y enzimas liti-
cas incluyendo radicales libres (145), por lo que las esporas de las cepas ambientales
analizadas en este estudio pueden ser altamente patégenas, si se tiene en cuenta sus
crecimientos capsulares y celulares cuando fueron sometidas a una atmésfera reducida
de CO:2 y a temperatura de 37 °C (146). Se ha demostrado que existe relacion entre el
crecimiento de la capsula y el crecimiento de la célula, por lo que se puede suponer que
estos dos procesos ocurren en forma simultanea durante el ciclo celular (147). Aunque se
observo un crecimiento capsular y celular mayor en las muestras de origen clinico, las
cepas ambientales mostraron un aumento considerable cuando fueron incubadas a tem-
peraturas de 28 y 37 °C. La diferencia de tamano de capsula fue escasamente superior en

cepas de C. gattii, coincidiendo con los resultados de otros estudios (148).

C. neoformans
C. gattii

C. laurentii

C. uniguttulatus

0 8 15 23 30

M lisa B rugosa mucoide

Figura - 28 Morfologia colonial de cepas de Cryptococcus
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De las 42 aislamientos sembrados en Sabouraud para estudiar su morfologia colonial se
encontraron 6 (14,3%) lisas, 6 (14,3%) rugosas y 30 (71,4%) mucoides, esto ultimo esta
relacionado con cepas altamente patégenas (146).

Se observd que de los aislamientos mucoides: 23 (54,7 %) pertenecen a C. neoformans
(18 VNI y 5 VNII) 7 VNI de origen clinico y 11 ambientales, de los 5 aislamientos VNII,
fueron 2 clinicos y 3 ambientales: 4 (13,3%) aislamientos de C. gattii (4 VGI), 2 (6,6%) de
C. laurentii y 1 (3,33%) C. uniguttulatus. De las 6 (14.3%) colonias rugosas, 5 (83,3%)
eran de C. gattii (3 VGIl y 2 VGI) y 1 (16,6%) de C. neoformans (VNI). De las 6 colonias
lisas 5 (83,3%) eran aislamientos de C.neoformans (5 VNII) y 1 (16,6%) C. gattii (1 VGI)
(F = 9,931, sig <0,0001). El aspecto mucoide de las colonias es de acuerdo con el tamano
de la capsula de las células, ademas la rugosidad en la morfologia colonial también es

indicador de capacidad patogénica (29).

CEPAS

VN |

VN I

VN I

VN IV
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VG I
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Figura - 29 Evaluacién del tiempo de produccién de fenoloxidasa de cepas de referencia de Cryptococcus
en diferentes medios de cultivo naturales
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Se evalué la produccién de fenoloxidasa en diferentes medios de cultivo, utilizando varias
semillas con propiedades bioquimicas similares a Helianthus annus (HA), agar semilla gi-
rasol. Se utilizé: Dioclea megacarpa (DM), Canavalia ensiformis (CE), Moringa oleifera
(MO), Phaseolus vulgaris (PV), Mucuna pruriens (MP) y Linun usitatissimum (LU). Se es-
tandarizaron con cepas de referencia de Cryptococcus, y se usé como control negativo
una cepa de Candida albicans. El 50% de las cepas antes mencionadas, presentaron
pigmento café de 3-6 horas en el medio MP, el 100% de las cepas presentaron pigmento

café a las 48 horas de evidenciarse la colonia en todos los medios de cultivo (P = 0,010).

OHJJJJNE

Figura - 30  Tiempo de produccion de fenoloxidasa en medios de cultivo naturales por cepas de Crypto-
coccus ambientales y clinicas

En cuanto a las cepas de C. neoformans y C. gattii, clinicas y ambientales: en el medio de
cultivo MP: 29 (69%) de las cepas presentaron pigmento a las seis horas, entre estas es-
tan: 15 VNI, (10 de origen ambiental y 5 clinicos), 6 VNII (4 ambientales y 2 clinicos), 5
VGI (4 ambientales y 1 clinico) 3 VGII (1 ambiental y de origen 1 clinico).

10 (24%) a las doce horas: 4 VNI (2 ambientales y 2 clinicos), 4 VNIl (ambientales) y 2
VGI (ambientales) y el 100% a las 24 horas después de evidenciada la colonia. En los

medios de cultivo MD, CE y MO presentaron pigmento a las 24 horas: 36 (85,7%), 35

70



(83,3%) y 36 (85,7%) respectivamente. Las 3 (7%) cepas: 1 C. uniguttulatus y 2 C. lauren-
tii presentaron a una coloracién tenue a las 72 horas.

Aunque todos los medios de cultivo mostraron produccion de pigmento, fue el medio (MP)
Mucuna pruriens el que presentd cambio de color a partir de las tres horas de haberse
evidenciado la colonia, ademas fue el mas intenso. Esta semilla tiene una gran cantidad
de levodopa (149). El medio de (HA), conocido como agar semilla girasol es el mas uti-
lizado en la identificacién de cepas de Cryptococcus, sobre todo de muestras muy conta-
minadas de origen ambiental, o humanas, diferentes estudios han demostrado que se
pueden utilizar otros medios de cultivos a partir de semillas (150-152). Recientemente se
ha propuesto el agar berenjena (153).

Ademas se observo que 19 cepas de las 27 de origen ambiental, fueron capaces de pro-
ducir fenoloxidasa a las tres horas de evidenciada la colonia, lo que las hace altamente
patégena.

En cuanto a las especies diferentes a C. neoformans/C. gattii, estas pueden presentar un

tipo de coloracion en medios selectivos pero no son productoras de fenoloxidasa (154).

RIS IR IR SIRC RO IR ORI I RGO aRG C R t C  R ECtOE IE RCC

Figura - 31 Actividad de la ureasa en cepas de C. neoformans/ C. gattii
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Se utilizaron cepas de referencia de Cryptococcus en la produccién de la ureasa, los
valores de las absorbancias fueron de 0,297 a 0,462.

La valoracion de la produccion de ureasa en cepas de Cryptococcus de origen ambiental
y clinico fue entre 0,179 y 0,458 de absorbancia. Las cepas de C. gattii, (VGI) de origen
ambiental presentaron los niveles de absorbancia mas bajos, entre 0,179 y 0,218. Las
cepas que presentaron las absorbancias mas elevadas, 0,389 y 0,458 fue C. neoformans
(VNI) 7 cepas de origen ambiental y 4 de origen clinico. Dos cepas de C. gattii VGII de
origen ambiental presentaron valores elevados, 0,373 y 0,376 de absorbancia ( F=
17,027, sig.<0,005). C. gattii aunque presente valores mas bajos con respecto a C. neo-
formans u otras especies la produccion de ureasa siempre juega un papel importante en
su virulencia (155).

Se ha demostrado en multiples estudios sobre la capacidad de Cryptococcus para sinteti-
zar ureasa, que es siendo considerado como un factor de virulencia. La prueba de la ure-
asa se realizo utilizando agar urea de Christensen y la prueba del micrométodo (80). En
este estudio se observé un cambio de color evidente a las dos horas de su incubacién y
se estabilizé a las 48 horas. Decidimos medir la produccion de ureasa en base a las ab-
sorbancias que presentaron los aislamientos a este tiempo de incubacién en la prueba del
micrométodo, valorando también el pH, el cual en la mayoria de las cepas fue entre 8-8,5.
La ureasa parece tener un papel fundamental en la promocién del desplazamiento de es-
tos hongos a través de las barreras epiteliales y la invasion cerebral (69). Polariza la
respuesta del sistema inmune a una respuesta Th2, evitando la eliminacion de la infeccion
(70). Aunque la ureasa es un factor importante para la invasion cerebral, el sistema de ac-
tivacion enzimatica no ha sido estudiado (56). Con respecto al origen de la muestra, las
muestras ambientales pueden presentar la misma capacidad de producciéon de ureasa

que las muestras clinicas (155).
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OBJETIVO#5

Aspergillus spp.
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Syncephalastrum spp.
Curvularia spp.
Scopulariopsis spp.
Absidia spp.
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Figura - 32 Hongos contaminantes del ambiente asociados a cepas ambientales de Crypto-
coccus

Se identificaron los hongos filamentosos y levaduriformes asociados a los 29 cultivos
donde se aisl6 Cryptococcus.

C. neoformans y C. gattii se encuentran en el medio ambiente generando interacciones
con otros microorganismos y huéspedes. Las principales enfermedades fungicas invaso-
ras son, la candidiasis, la aspergilosis y la criptococosis.

El género mas frecuente fue Aspergillus spp (79,3%) en 23 muestras de estas 13 (56,5%)
fueron de excretas, este hongo filamentoso ha sido aislado en excretas y plumas de aves
(156). Se ha considerado que el género Aspergillus tiene su origen en ambientes interio-
res y exteriores, tanto sus esporas como fragmentos de sus hifas son capaces de producir
un amplio rango de enfermedades respiratorias y otras patologias, incluyendo alergias y
aspergilosis.

Fusarium y Rhodotorula (51,7%) se aislaron en 15 muestras, una elevada asociacion de
Aspergillus, Fusarium, Rhodotorula y Penicillium (48,3%) con Cryptococcus ha sido de-

mostrada anteriormente (157). Ademas se aislaron Trichosporon spp. (37,9%) Mucor spp.
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(34,5%), Candida spp. (34,5%) y Curvularia spp. (24,1%) coincidiendo estos datos con
otros estudios (157). También se aislaron Cunningamella spp. (34,5%), Fonsecae spp.
(34,5%), Rhizopus spp. (24,1%), Syncephalastrum spp. (24,1%), Scopulariopsis spp.
(17,2%) Absidia spp. (10, 3%).

El hallazgo de estos hongos en muestras ambientales en donde existe una relacion direc-
ta con huéspedes con un tipo de inmunosupresion, es una alerta para tomar medidas de
prevencion, estas medidas de prevencion de las infecciones localmente invasoras o
diseminadas causadas por el género Candida o incluso por otras levaduras, se fundamen-
tan en su fisiopatologia (115). No se encontraron diferencias significativas en cada genero

(sig. < 0,708).

OBJETIVO #5

Edad de pacientes con Criptococosis
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Figura - 33 Edad de los pacientes
Se estudiaron 13 aislamientos clinicos, 12 (92,3%) de LCR y 1(7,3%) de esputo. 9 fueron

C. neoformans, 7 VNI y 2 VNII. 3 fueron C. gattii, 1 VGl y 2 VGII. 1 aislamiento de C. lau-

rentii en LCR. ElI LCR es la muestra mas frecuente ya que la infecciéon por Cryptococcus
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spp. es la principal causa de meningitis fungica en pacientes inmunocomprometidos, con
elevados indices de morbilidad y mortalidad (97). Las muestras de esputo se estudian con
menos frecuencia a pesar de que el pulmén es invariablemente, la puerta de entrada y el
sitio inicial de la infeccidn, pero Cryptococcus tiene preferencia por el SNC (27). Entre el
70 al 90% de los pacientes con sida presenta compromiso del sistema nervioso central
(22).

Las muestras fueron obtenidas de pacientes con edades comprendidas entre 23 afios y
77 anos, con una media de 44,6 afios. En nuestra casuistica 7 (563,8%) de los pacientes
con CM tenian mas de 50 afios, en concordancia con el hecho de que la criptococosis se
presenta con mas frecuencia en la vida adulta (87, 158). La criptococosis es una micosis
que afecta fundamentalmente adultos jévenes inmunocomprometidos, particularmente en
pacientes VIH positivos en fase de sida (158). Aunque la incidencia de la criptococosis
invasiva ha disminuido sustancialmente desde el uso generalizado del TARGA, todavia se
da en las poblaciones con acceso limitado a la atencidon médica, asi como aquellos con
falla o abandono de esta medicacion (159). 12 (92,30%) de los pacientes estudiados eran
VIH positivos y 1(7,70%) era VIH negativo, este paciente era hipertenso. La criptococosis
ademas afecta a pacientes con enfermedades crénicas, como la diabetes mellitus,
leucemia, tumores y los pacientes con trasplante de 6rganos son siempre propensos a
esta enfermedad (41, 111) .

En Honduras segun informe de Onusida, el Departamento de ITS/VIH/SIDA, han registra-
do 31.051 personas viviendo con VIH; el grupo poblacional mas afectado es el de 20 a 39
afnos de edad con una frecuencia de 66%. La mayoria de los casos se dan en los depar-

tamentos de: Cortés, Francisco Morazan, Atlantida y Colon.
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Figura - 34 Sexo de pacientes con criptococosis

De los pacientes analizados durante este periodo, 5 (38, 0%) eran del sexo femenino y 8
(62,0%) del sexo masculino con una razén de 1,5:1 hombre:mujer, esto coincide con la

relacion hombre/mujer en pacientes VIH en Honduras la cual es de 1,1:1 (98).

Figura - 35 Frecuencia de Pacientes con y sin recurrencia de criptococosis
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De 13 pacientes estudiados, 2 (15,4%) (2 VNII) presentaron recurrencia 1, paciente pre-
senté 3 episodios a lo largo de 9 meses y el otro mantuvo cultivos positivos durante 3
meses, estos pacientes. La recurrencia en la criptococosis se puede presentar por varios
factores. El riesgo de recurrencia en criptococosis meningea se presenta en un 18,0 % de
los casos, dato que coincide con nuestros resultados. Generalmente se presenta en el
primer afo después de la finalizacion del tratamiento, con una media de 3,5 meses (160).
Antes de la introduccion del TARGA, las recaidas de criptococosis asociada al sida eran
muy frecuentes tras finalizar el tratamiento de induccion, y distintos estudios demostraron
la eficacia de la profilaxis secundaria para prevenirlas. Posteriormente se observé que en
los pacientes que se recuperan inmunoldgicamente con el TARGA el riesgo de recidiva de
criptococosis disminuye en gran medida (161). La persistencia de la infeccion criptocdcica
es causada mayormente por la co-infeccién con diferentes genotipos (162). Se ha definido
a la criptococosis refractaria como la persistencia de cultivos positivos de LCR después de
4 semanas de terapia antifingica a una dosis efectiva. La recaida de la infeccion tiene
dos caracteristicas importantes. En primer lugar, la recuperacion de hongos viables des-
de un sitio estéril y segundo, la reaparicién de los signos y sintomas en el sitio anterior de
la enfermedad que determinan la presencia de la misma. En una infeccion recidivante,

estas dos caracteristicas se han normalizado y después re- aparecen (163).
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8. CONCLUSIONES

- Con este estudio se demostrd la presencia de la levadura de C. neoformans y su es-
trecha relacion en las excretas de aves Columba livia que construyen sus nidos en el

espacio del cielorraso que cubre las salas de internacién de pacientes con VIH-sida y

pacientes con tuberculosis.

- La estrecha relacidon que tienen las cepas de C. gattii con la vegetacion se evidencio al
aislar cepas de C. gattii (VGI y VGII) en diferentes arboles, con predominio en los ar-

boles de Eucalyptus camaldulensis presentes en el area verde del INCP.

- Se aislaron otras especies de Cryptococcus diferentes a C. neoformans y C. gattii que

pueden producir infecciones clinicas con baja frecuencia.

- Existe en Honduras la presencia de C. neoformans genotipos VNI y VNIl y C. gattii VGI

y VGII.

- El tamafo celular y capsular encontradas en las cepas ambientales favorece la in-
halacion de esporas y, el tamafio alcanzado por la capsula, al ser inducida en condi-

ciones de atmdésfera reducida de CO, demostrd que pueden ser altamente patégenas.

- Se demostrd que las cepas con morfologia colonial mucoide observada en las cepas de
C. neoformans, y la rugosa en C. gattii eran las de mayor patogenicidad por la presencia

de capsula durante su crecimiento.

- El medio de cultivo a partir de semillas de Mucuna pruriens, por su alto contenido de L-

Dopa, puede ser utilizado por Cryptococcus. para la produccion de melanina para evi-

denciar la produccion de fenoloxidasa por parte del género Cryptococcus.
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- Las cepas de Cryptococcus aisladas del medio ambiente presentaron una fuerte capaci-

dad de sintetizar ureasa, por lo que pueden ser altamente patégenas.
- Se demostro la coexistencia de hongos ambientales filamentosos y levaduriformes en
ambientes donde se desarrolla Cryptococcus, constituyendo un factor de riesgo para el

paciente inmunodeprimido.

- En este estudio los pacientes mas afectados con meningitis por Cryptococcus fueron los

mayores de 40 anos con predominio del sexo masculino.
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9. RECOMENDACIONES

La presencia de las aves en los hospitales no constituyen una amenaza inminente para
la salud de los pacientes, pero la acumulacién de las excretas si pueden ser, por lo que
se tiene que hacer limpieza constante del cielorraso y techos de las salas de internacién

en forma periddica.

Confirmada la presencia de Cryptococcus en las muestras vegetales, es necesario re-

alizar estudios ambientales para establecer otros nichos ecoldgicos del hongo.

Implementar el medio de cultivo de CGB en los laboratorios clinicos donde se hace diag-

nostico micoldgico, por ser una prueba facil y econdémica.

Estandarizar pruebas moleculares que ayuden a confirmar las especies de Cryptococcus

y sus genotipos, en laboratorios clinicos micoldgicos de referencia.

Determinar el patron molecular de los aislamientos clinicos debido a que VNII puede

presentar resistencia a fluconazol.
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