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Resumen

Introduccién: La criptococosis es una infeccién micética oportunista causada por el complejo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. El objetivo del
trabajo fue determinar los patrones moleculares del complejo C. neoformans/C. gattii de aislamientos clinicos y su susceptibilidad in vitro al fluconazol (FL).
Métodos: Se analizaron los expedientes clinicos de 74 pacientes diagnosticados con criptococosis, entre el 2011 y el 2014. Los aislamientos obtenidos fueron
caracterizados: (i) fenotipicamente mediante el sistema automatizado Vitek® (BioMérieux, Francia), la prueba de la ureasa, la prueba de la fenil oxidasa y la
inoculacion en medio canavanina-glicina y azul de bromotimol (ii) genéticamente mediante la restriccion enzimatica del gen URAS5 con las enzimas Sau961 y
Hhal y (iii) de acuerdo a su patrén de susceptibilidad in vitro al FL mediante la técnica de microdilucién en medio liquido. Resultados: Se encontré que la
mayoria de los pacientes eran de sexo masculino (86.5 %), con una edad promedio de 43.5 afios, VVIH positivos (75.7 %) y que ingresaron al centro médico con
un cuadro de meningitis criptococdccica. Con respecto a la caracterizacion fenotipica y genotipica se encontré que el 93.2 % de los aislamientos pertenecian al
genotipo VNI, el 5.4 % al VNIl y el 1.4 % a la especie Cryptococcus laurentii. Ademas, todas las levaduras analizadas fueron sensibles al FL. Conclusiones: Se
demostrd por primera vez en Costa Rica el predominio de C. neoformans var. grubii VNI, en aislamientos clinicos, y que la resistencia no constituye un problema
entre los aislamientos estudiados.
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Molecular typing and in vitro susceptibility to fluconazole of Costa Rican
neoformans/Cryptococcus gattii species complex

isolates of the Cryptococcus

Abstract

Introduction: Cryptococcosis is a life-threatening fungal infection caused by the Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii species complex. Our aim was
to determine the molecular epidemiology and the antimicrobial susceptibility to fluconazole (FL) of clinical isolates of Cryptococcus spp. Methods: Seventy-
four patients with cryptococcosis were studied, from 2011 to 2014. Demographic data, risk factors and outcome of each patient were obtained from the medical
records. The isolates were identified by standard methods, such as india ink preparation, uresase test, growth on L-dopa and canavanine-glycine-bromothymol
blue agar. The biochemical profile was identified by the automated system Vitek® (BioMérieux, France). The molecular types were assigned by RFLP-URA5
analysis and the minimal inhibitory concentration (MIC) of FL was determined with the broth micro-dilution technique. Results: Cryptococcosis was more
prevalent in HIV-positive male patients with a mean age of 43.5 years old. The majority of the isolates (98.6 %) were identified as C. neoformans var. grubii
(93.2 % VNI and 5.4 % VNII) and 1.4 % as Cryptococcus laurentii. The MIC values of all isolates tested were < 8 pg/mL. Conclusion: The most prevalent
molecular type of the clinical C. neoformans/C. gattii species complex in Costa Rica is VNI. Additionally, FL was effective against the isolates tested.
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Introduccion

La criptococosis es una infeccion micética
oportunista causada por levaduras del complejo
Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii.

Mediante serotipaje y técnicas moleculares se ha logrado
establecer que el complejo estd conformado por cinco
serotipos y nueve patrones moleculares . La especie C.

neoformans estd compuesta por: C. neoformans var.
grubii, serotipo A, patrones moleculares VNI, VNII y
VNB; C. neoformans var. neoformans, serotipo D, VNIV
y por un hibrido AD, VNIII. Por otro lado, la especie C.
gattii se divide en cuatro patrones moleculares VGI-
VGIV y en los serotipos B y C. Esta patologia presenta
una distribucion mundial; sin embargo, los distintos
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agentes etioldgicos, aislados a partir de muestras
ambientales, clinicas humanas y veterinarias, tienen una
distribucion geogréfica delimitada. Por ejemplo, el
genotipo VNI posee distribucion mundial; el VNB
solamente se ha aislado en Africa, el VNIV prevalece en
Europa, el VGI es principalmente aislado en Oceania y
la mayoria de los aislamientos del VGII provienen de
América ©, siendo este Gltimo el genotipo causante del
brote de criptococosis en la isla de Vancouver, Canada
@

Esta infeccion se desarrolla, por lo general, en
pacientes VIH positivos en fase SIDA. Sin embargo,
también se han reportado en portadores del virus de
Hepatitis B, pacientes con enfermedades neoplasicas,
diabetes mellitus descompensada, cirrosis hepatica,
enfermedades hematolégicas @ y segin la Red de
Vigilancia de Infecciones Asociadas a Trasplantes en el
1 - 2 % de los pacientes receptores de trasplante de
érgano sélido . Otros pacientes susceptibles son los que
reciben terapia con corticosteroides ©, quimioterapia
citotdxica o inhibidores de la TNF-a ©. Los genotipos
VNI - VNIV y VGIII - VGIV son los responsables de
causar meningoencefalitis en estos pacientes 9. Por
otro lado, entre un 17 y un 22 % de los casos de
criptococosis se presentan en personas
inmunocompetentes 0 que no presentan ningun factor de
riesgo conocido ® y son causados, en su mayoria, por los
genotipos VGl y VGII 1011,

La infeccion por Cryptococcus se adquiere a través
de la inhalacion de levaduras, por lo que el cuadro
comienza como una afecciéon pulmonar. En pacientes
inmunocompetentes, el hongo suele permanecer a este
nivel formando granulomas (criptococomas); sin
embargo, en inmunosupresos puede diseminar hacia
otros drganos, especialmente al sistema nervioso central
(2 |_a fungemia ha sido reportada en un 47 - 71 % de los
pacientes VIH positivos en fase SIDA, pero solo en el 27
% de los pacientes que no han sido infectados por este
virus ¥, Ademas, posee una alta mortalidad; por
ejemplo, en los paises desarrollados se reporta hasta un
30 % y en Africa es de més del 60 % @419, Sin embargo,
puede llegar hasta el 100 % en pacientes que no han
recibido tratamiento antimicético 4.

El tratamiento de eleccion consiste en la
administracion de anfotericina B, 5-fluorocitosina y
fluconazol (FL), pero las fallas terapéuticas y las recaidas
son frecuentes @, Una de las posibles causas asociada a
estas fallas terapéuticas es el uso extensivo de FL como
tratamiento profilactico contra la candidiasis, en los
pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH). La dosis recomendada para evitar una
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infeccion por Candida spp. es de 200 mg por dia,
mientras que la recomendada contra Cryptococcus es de
400 mg por dia, por lo que estas dosis menores favorecen
la seleccion de cepas con sensibilidad disminuida (),
Ademas, se ha demostrado que los pacientes infectados
con cepas que presentan concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) menores a 8 pug/mL responden mejor
al tratamiento que pacientes infectados con levaduras con
CMiIs mayores a 16 pg/mL . También, se ha observado
que C. gattii VGII y otras especies como Cryptococcus
laurentii, Cryptococcus albidus y Cryptococcus
humicola presentan una resistencia mayor al tratamiento
que los aislamientos de C. neoformans 19, Por lo tanto,
el presente estudio propone dar a conocer la variabilidad
fenotipica y genética de algunos aislamientos clinicos
costarricenses del complejo C. neoformans/C. gattii y su
susceptibilidad in vitro al FL con el fin de aportar

informacién que pueda contribuir a mejorar el
tratamiento de la enfermedad.
Métodos
Perfiles demograficos de los pacientes con
criptococosis

Se analizaron aislamientos de Cryptococcus

obtenidos a partir de muestras clinicas de 74 pacientes
con criptococosis provenientes de tres hospitales
publicos del Area Metropolitana de la provincia de San
José, capital de Costa Rica: Hospital México (HM),
Hospital Rafael Angel Calderon Guardia (HCG) y
Hospital San Juan de Dios (HSJD) (Figura 1), entre el
2011 y el 2014. Todos los datos obtenidos fueron
analizados y presentados de forma tal que en todos los
casos; sin excepcion, se salvaguardé la identidad de cada
paciente. Se obtuvo la siguiente informacion: i) sexo,
edad y lugar de residencia del paciente, ii) condicién al
egreso, iii) factores de riesgo, iv) fecha del diagndstico
de la criptococosis, V) tipo de muestra de donde se aislo
el cultivo, vi) anormalidades radiol6gicas, vii)
manifestaciones clinicas y viii) tratamiento. El protocolo
de investigacion fue aprobado por el Comité Local de
Bioética del Hospital San Juan de Dios, nimero de
protocolo CLOBI-HSJD-21-2014.

Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de

Cryptococcus
La identificacion fenotipica se realiz6 con las
siguientes pruebas: examen de la morfologia

microscopica con tinta china, produccion de ureasa en
agar urea de Christensen, produccion de fenil oxidasas
en agar L-Dopa, identificacion con el sistema
automatizado  Vitek® (BioMérieux, Francia) e
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de

inoculacion en agar
bromotimol (CGB) 9,
Figura 1. Mapa de Costa Rica. Area de atraccion de los
hospitales México, Rafael Angel Calderén Guardiay San
Juan de Dios. Los tres hospitales pertenecen al tercer
nivel de atencién de la Caja Costarricense del Seguro
Social de Costa Rica.

canavanina glicina azul

a de atraccion del Hospital México (12
le Cryptococct

Caracterizacion genotipica de los aislamientos de
Cryptococcus

Se realizd6 una extraccion de ADN gendmico
mediante la técnica de choque térmico @Y. La tipificacion
se realizd mediante la técnica de RFLP del gen URAS,
con las enzimas Sau961 y Hhal, utilizando el protocolo
de Escandon y colaboradores (2006) . La amplificacion
se realizo con los imprimadores URAS (5 ATG TCC
TCC CAA GCC CTC GAC TCC 3°) y SJo1 (5° TTA
AGA CCT CTG AAC ACC GTA CTC 3°) ™. Las
condiciones de la mezcla para el PCR con un volumen
final de 50 pL fueron: 50 ng de ADN, 1X de
amortiguador de la DreamTaqg (KCI, (NH4):SOs y 20
mM MgCly), 0.2 mM de la mezcla de nucleétidos, 50 ng
de cada imprimador y 1.5 U de la DreamTaqg polimerasa
(Thermo Scientific, Estados Unidos). Se llevé a cabo en
35 ciclos de amplificacion: desnaturalizacién inicial 91
°C por 3 minutos, desnaturalizacion a 94 °C por 45
segundos, alineamiento a 62 °C por 1 minuto, extension
a 72 °C por 2 minutos y un ciclo de extensién final a 72
°C por 10 minutos. 17 pL del producto de PCR fueron
digeridos con las enzimas Sau961 (10 U/uL) y Hhal (20
U/uL). La restriccion se realizé a 37 °C durante 3 horas.
Las digestiones se corrieron en geles de agarosa al 2.5 %
con buffer TAE a 80 V durante 3.5 horas. Los geles se
tifieron con GelRed (Biotium) y se visualizaron
utilizando un transiluminador de luz ultravioleta .

Como controles positivos se utilizaron las cepas de
Cryptococcus WM 148 (VNI), WM 626 (VNII), WM
628 (VNII), 629 (VNIV), WM 179 (VGI), WM 178
(VGIIl), WM 161 (VGIIl) and WM 779 (VGIV), del
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Westmead Institute for Medical Research, Sydney,
Australia.
Determinacion de in vitro al
fluconazol

Los patrones de susceptibilidad se determinaron
mediante el método de microdilucién en medio liquido
segun las directrices del documento M27-A3 del CLSI
(del inglés Clinical Laboratory Standard Institute) ),
Para ello, se prepard una solucién madre de FL (Pfizer,
Reino Unido) a 1280 pg/mL utilizando dimetil sulféxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) como
diluente. Las concentraciones finales del antifngico en
la placa fueron de 0.25 a 128 ug/MI. Los controles que
se utilizaron fueron Candida krusei ATCC 6258 y
Candida parapsilosis ATCC 22019.

la susceptibilidad

Analisis estadistico

Para analizar los resultados obtenidos se utilizo el
programa SPSS para Windows, version 19 (SPSS Inc.,
Chicago, Ill, EEUU). Se realizaron pruebas de Xi?y t-
student, con un 95 % de confianza, para determinar si
existia asociacion entre las variables demogréficas y
clinicas de los pacientes. Ademas, se determiné la media
geométrica y el rango para las CMIs de cada genotipo y
la CMls Yy la CMlgo.

Resultados

Se analizaron un total de 74 expedientes clinicos de
pacientes con criptococosis. De estos, el 13.5 % eran de
sexo femenino y el 86.5 % de sexo masculino. El
promedio de edad fue de 43.5 afios con un rango de 18 a
87 afos. En la Figura 2 se muestra la distribucion etaria
de los pacientes. Es importante mencionar que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las medias de edad de los pacientes segun sexo (t =
1.087, gl = 72, p = 0.281). Con respecto al lugar de
residencia, el 66.2 % de los pacientes provenian de la
provincia de San José. No se encontro relacion
estadisticamente significativa entre esta variable y el
estar infectado con VIH (X?= 8.477; gl = 6; p = 0.205),
sin embargo, el 39.3 % de los pacientes VIH positivos
infectados con Cryptococcus provenian de los cantones
de Desamparados y Central, de la provincia de San José
(cantones pertenecientes al area de atraccion del Hospital
San Juan de Dios).

En la Tabla 1 se presentan los distintos factores de
riesgo que presentaban los pacientes con criptococosis.
El 75.7 % de los pacientes estaban infectados con VIH.
Se encontré asociacion estadisticamente significativa
entre la infeccion por este virus y el sexo del paciente (X?
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= 7.995, gl = 1, p = 0.011) porque la proporcion de
hombres VIH positivos era mayor que la proporcién de
mujeres VIH positivas; la mayoria de las mujeres de este
estudio habian sido sometidas a trasplante renal o tenian
lupus eritematoso sistémico (LES). En promedio, el
conteo de linfocitos CD4+ en los pacientes VIH/SIDA
fue de 60.6 células/uL (rango de 2 a 396 células/uL), a
la fecha del diagnostico de la criptococosis y sus cargas
virales de 4 108 a mas de 1 000 000 copias/mL. Cabe
resaltar que el médico tratante diagnostico en fase SIDA
al 58.9 % de los pacientes VIH positivos, luego de la
infeccion con este hongo.

Figura 2. Distribucion etaria de los pacientes diagnosticados con
criptococosis en Costa Rica, seguin sexo.
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El resto de los pacientes VIH positivos, ya habian
sido diagnosticados en fase SIDA porque estaban
infectados previamente con alguna(s) de las siguientes
enfermedades: sifilis (n = 9), tuberculosis (n =7),
bacteremia por Pseudomonas aeruginosa (n = 1),
infeccion con Neisseria en liquido cefalorraquideo
(LCR) (n = 1), pneumocistosis (n = 2), candidiasis
vaginal y oral (n = 4), histoplasmosis (n = 1),
toxoplasmosis (n = 3), tricomoniasis (n = 1), infeccion
con Virus Herpes (n = 3), Citomegalovirus (n = 5), Virus
de Hepatitis B (n = 4), Virus de Papiloma Humano en el
recto (n = 1) y estrongiloidiasis (n = 2).

En la Figura 3 se muestra la distribucion de las
formas clinicas de criptococosis presentadas por los
pacientes analizados. La principal presentacion clinica
de la enfermedad fue la meningitis. Se encontr6 que las
manifestaciones clinicas sufridas por cada paciente eran
dependientes de su enfermedad de fondo (X?=12.013, gl
=5, p = 0.035), ya que la proporcion de pacientes VIH
positivos con cuadros de meningitis (0.75) fue mayor que
la de los pacientes VIH negativos (0.39). Ademas, los
pacientes VIH positivos con meningitis fueron mas
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propensos a padecer de dolores de cabeza, nauseas,
pérdida de peso y signos meningeos de Kernig y
Brudzinski. Por otro lado, la proporcion de pacientes
VIH negativos que desarrollaron complicaciones
pulmonares (0.22) fue mayor que la de los pacientes VIH
positivos (0.02).

Tabla 1. Factores de riesgo asociados a la infeccion con levaduras del
género Cryptococcus (n = 74).

Factor de riesgo n %
VIH 56 75.7
Uso de corticosteroides 12 16.2
Cancer 11 14.9
Diabetes 11 14.9
Consumo de sustancias nocivas® 10 13.5
Trasplante Renal 5 6.8
Cirrosis 4 54
Enfermedades autoinmunes** 2 2.7
Mieloma multiple 1 14
Sin factor de riesgo conocido 3 4.1

*Drogas (cocaina, cannabis, benzodiacepinas), etilismo y tabaquismo.
**Colitis ulcerosa cronica inespecifica y lupus eritematoso sistémico.

Figura 3. Presentacion clinica de la criptococosis de los pacientes
VIH positivos y VIH negativos. DMO = Diseminacion a médula dsea.
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En la Tabla 2 se presentan los tipos de muestras
clinicas de las cuales se aislaron las cepas de
Cryptococcus. Los aislamientos fueron analizados tanto
mediante pruebas bioquimicas como mediante pruebas
moleculares. Segun las pruebas fenotipicas, todos los
aislamientos presentaron cépsula, hidrolizaron la urea 'y
tenian lacasas. S6lo un aislamiento logré crecer en
presencia de la canavanina y metabolizar la glicina; este
aislamiento se obtuvo a partir de una biopsia de médula
6sea y fue identificado por el equipo automatizado
Vitek® como Cryptococcus laurentii, con un porcentaje
de certeza del 95 %. El resto de los hongos fueron
identificados como C. neoformans, al utilizar las técnicas
bioguimicas.
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El estudio molecular agrupé a los aislamientos
identificados, por bioquimica, como C. neoformans en
dos de los ocho patrones moleculares mayoritarios, 69
(93.24 %) eran del tipo molecular VNI y cuatro VNII
(5.41 %) (Figura 4). Los pacientes VIH positivos estaban
infectados con los genotipos VNI y VNIl y con C.
laurentii. Por otro lado, los pacientes VIH negativos s6lo
estaban infectados con levaduras del genotipo VNI.

Tabla 2. Tipos de muestras clinicas positivas por Cryptococcus spp.

(n=74).
Tipo de muestras n %
LCR 29 $39.3
Hemocultivo 16 21.7
LCR y hemocultivo 14 19.0
LBA* 4 55
Liquido pleural 2 2.8
Médula ésea 1 1.3
Piel** 1 1.3
Hemocultivo y médula 6sea 1 1.3
LCR y medula 6sea 1 1.3
LCR y liquido ascitico 1 1.3
LCR, hemocultivo y LBA 1 1.3
LCR, hemocultivo y médula ésea 1 1.3
LCR, hemocultivo, médula ésea y biopsia de 1 1.3
pulmén
LCR, hemocultivo, LBA y mucosas*** 1 1.3

*LBA = lavado broncoalveolar. **tlcera nasal. ***(lcera rectal.

fueron
ya que

Todos los aislamientos analizados
clasificados como sensibles al fluconazol
presentaron CMIs < 8 pg/mL (Tabla 3).

Tabla 3. Patrones de susceptibilidad in vitro al fluconazol de los
aislamientos de Cryptococcus spp.

CMI (pg/mL)
Especie y genotipo n :
Rango 50 90 MG**
C. neoformans var. grubii VNI 69 0258 025 4 1.74
C. neoformans var. grubii VNII 4 1-4 2 4 275
C. laurentii 1 NA* NA* NA* NA*
Total 74 0.25-8 0.25 4 1.77

*NA = No aplica. **MG = media geomeétrica.

Discusion

En el presente trabajo se determinaron los patrones
moleculares del complejo C. neoformans/C. gattii y el
patron de susceptibilidad in vitro al FL de aislamientos
clinicos costarricenses. Primeramente, se revisaron los
expedientes clinicos para obtener informacién sobre la
situacion de esta enfermedad en la poblacion estudiada.

Al analizar el perfil demogréafico de los pacientes
encontramos que la mayoria eran hombres, adultos y que
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estaban infectados con VIH. Esto concuerda con la
literatura mundial ya que la criptococosis es una
infeccion oportunista y el numero de casos aumento
exponencialmente a partir de la década de 1980, luego de
la epidemia del SIDA 327,

Figura 4. Ejemplos de los genotipos del complejo C. neoformans/C.
gattii detectados segun la técnica de restriccion enzimatica del gen
URAS5. WM = Hospital Westmead; HCG = Hospital Rafael Angel
Calder6n Guardia; HSJD = Hospital San Juan de Dios; VG = variante
gattii; VN = variante neoformans. Marcador de peso molecular
(GeneRuler 50 pb DNA Ladder, Thermo Scientific®)
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A su vez, la mayoria de los pacientes que estaban
infectados con este virus vivian en los cantones Central
y Desamparados de la provincia de San José. Esto es
congruente con el informe del Ministerio de Salud de
Costa Rica donde se menciona que para el 2014 los tres
cantones con el mayor nimero de casos diagnosticados
con VIH eran: Central de San José con 151 (45.6 casos
por cada 100 000 habitantes), Central de Alajuela con 63
(21.8 casos por cada 100 000 habitantes) y
Desamparados con 53 (23 casos por cada 100 000
habitantes) y los tres cantones con el mayor nimero de
pacientes que entraron en fase SIDA eran: Central de San
José con 24 (7.3 casos por cada 100 000 habitantes),
Central de Heredia con 8 (6 casos por cada 100 000
habitantes) y Desamparados con 4 (1.7 por cada 100 000
habitantes) ?®. Ademas, es importante destacar que, en
Latinoamérica, entre el 55y el 76 % de los pacientes VIH
positivos son diagnosticados de forma tardia ?°.

Nuestro pais no es la excepcion, ya que en un estudio
realizado entre los afios 2003 y 2009 que incluyo a 282
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pacientes de la Clinica de Atencion al Paciente con VIH
del HSJD, se reportd que un 46.8 % de los pacientes
fueron diagnosticados cuando ya presentaban conteos de
linfocitos CD4+ menores de 200 células/pL. Esto indica
gue estos pacientes, segun la evolucién natural de la
enfermedad, han sido portadores de la infeccion entre
ocho y diez afios, convirtiéndose en potenciales
transmisores del virus, debido al desconocimiento y que
estan en riesgo de contraer distintas enfermedades
oportunistas %, entre ellas la criptococosis. Por ejemplo,
en este estudio a una paciente se le aisl6 C. neoformans
partir de una Ulcera que tenia en la nariz y luego del
diagndstico de la micosis se le realizaron examenes para
buscarle posibles causas de inmunosupresion,
encontrandose que era VIH positivo en fase SIDA.

Existen dos teorias, complementarias entre si, que
tratan de explicar el por qué la mayoria de los casos de
criptococosis son  diagnosticados en  pacientes
masculinos. La primera se basa en que el principal factor
de riesgo para contraer esta enfermedad es el estar
infectado con VIH y la mayoria de los pacientes VIH
positivos son de sexo masculino . En Costa Rica; por
ejemplo, la razon promedio de hombres a mujeres
infectados con este virus es de 4.9 y de pacientes en fase
SIDA de 4.8, entre los afios 2011 y 2014 @8,

Por otro lado, en la época pre-SIDA, también se
reportaba una mayor cantidad de pacientes masculinos
con criptococosis; por lo tanto, la segunda teoria trata de
explicar este fendmeno basandose en las diferencias que
existen en la respuesta inmune de los pacientes
masculinos y femeninos. McClelland y colaboradores
analizaron el efecto de las hormonas sexuales sobre los
factores de virulencia de Cryptococcus y encontraron que
la testosterona induce la produccién de capsula, pero el
17-B-estradiol no ejerce efecto sobre su produccion ©¢2),
Esto podria sugerir que los hombres se enferman tanto al
inhalar levaduras que producen mucha capsula como al
inhalar levaduras que producen poca capsula, porque su
testosterona induce la produccion de glucoroxilomanano
(GXM), componente mayoritario de la misma. Por el
contrario, las mujeres solo se enferman cuando inhalan
levaduras que producen mucho GXM, porque cuando se
infectan con hongos que producen capsulas pequefias,
éstos son facilmente opsonizados por las proteinas Ay D
del surfactante G334 y por el C3b ©9, facilitando asf su
fagocitosis.

Como se mencion6 anteriormente, la criptococosis
es una infeccion oportunista y por lo tanto, se manifiesta
en pacientes que tengan alguna condicion
inmunosupresora. Los otros factores de riesgo
encontrados en el estudio fueron uso de corticosteroides,
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cancer, diabetes mellitus, consumo de sustancias nocivas
como cocaina y marihuana, cirrosis, mieloma maltiple,
enfermedades autoinmunes y trasplantes de O6rgano
sOlido. Es importante resaltar que la criptococosis es la
tercera micosis desarrollada por los receptores de
trasplante de 6rgano solido, manifestandose entre el 2 'y
el 8 % de estos pacientes ®, Estas enfermedades de
fondo concuerdan con las reportadas en otros estudios
epidemiolégicos ©73738) y con los reportes de casos
clinicos de pacientes costarricenses a lo largo de la
historia. El primer caso clinico confirmado de
criptococosis en Costa Rica fue reportado en 1960 por
Hidalgo y colaboradores. A partir de este momento se
han publicado varios casos en los cuales se describen
distintos factores de riesgo, a saber: etilismo, tabaquismo
(#949) " consumo de cocaina y marihuana “°4): diabetes
mellitus, desnutricion “2, uso de prednisona, LES 349y
por supuesto, VIH/SIDA “142),

Por otro lado, el desarrollo de esta infeccién es poco
frecuente en pacientes inmunocompetentes. En nuestro
estudio tres (4 %) de los pacientes no presentaron ningdn
factor de riesgo conocido que favoreciera el desarrollo de
la criptococosis. Estos pacientes estaban infectados con
levaduras de los genotipos VNI. En otros paises también
se han reportado casos de pacientes inmunocompetentes
enfermos. En Tailandia; por ejemplo, se reportd un
porcentaje muy similar al encontrado en nuestro estudio
(4.2 %) @" 'y en Colombia de un 7.6 % “4. El problema
mas grande es que la mortalidad suele ser mayor en estos
pacientes, ya que cuando ingresan al centro médico no se
sospecha que tengan una criptococosis y por ende, el
diagnostico se realiza de forma tardia. El diagnostico e
inicio de tratamiento tardio conllevan a la aparicion de
secuelas neuroldgicas, hidrocefalia y ceguera, afectando
su calidad de vida @V,

Con respecto a las distintas formas clinicas de la
criptococosis, encontramos que los pacientes VIH/SIDA
presentaban manifestaciones clinicas diferentes a las de
los pacientes VIH negativos. Esto ha sido ampliamente
documentado en la literatura mundial. La
neurocriptococosis esta principalmente descrita en
personas VIH positivos 744, Estos pacientes sufren de
dolor de cabeza, fiebre, signos meningeos de Kernig y
Brudzinski, estado mental alterado, confusion,
problemas neuroldgicos focalizados, aumento de la
presion intracraneana y rigidez nucal . En estos
pacientes con neurocriptococosis también se ha
reportado diseminacion a piel “4%). Las lesiones
cutdneas pueden ser méculas, papulas tipo molusco
contagioso, pustulas, lesiones similares a Herpes Zoster,
equimosis, purpuras palpables, lesiones similares a
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sarcoma de Kaposi, nddulos subcutaneos, Ulceras tipo
pioderma gangrenoso, gomas, abscesos, lesiones pseudo
tumorales y celulitis ®Y. En este estudio, una de las
pacientes analizadas presentd lesiones cutaneas de tipo
ulcerativo secundarias al foco primario pulmonar. En
cambio, la presentacion pulmonar es méas frecuente en los
pacientes VIH negativos “4, lo cual fue observado
también en el presente trabajo.

El andlisis genético de los aislamientos obtenidos a
partir de los pacientes con criptococosis revel6 que el
98.5 % de los aislamientos se agruparon en dos de los
genotipos mayoritarios del complejo C. neoformans/C.
gattii. El principal genotipo determinado en este estudio
fue el VNI. Diversos estudios epidemiologicos que se
han llevado a cabo a nivel mundial también han
reportado que el VNI es el principal causante de
criptococosis 4546), Por ejemplo, en Suramérica se ha
reportado en un 63 - 64 % de los aislamientos de
pacientes adultos “® y en el 85.3 % de los pacientes
pediatricos “?, en Africa en un 68 - 72.6 % 3249 en Asia
en un 74 - 81 % (14546)_En el caso de Centroamérica, los
estudios moleculares evidencian una prevalencia del
VNI de 78 - 88 %; sin embargo, no se especifica si las
muestras analizadas eran clinicas o ambientales ¢49, E|
otro genotipo identificado fue el VNII. Este genotipo es
menos frecuente ya que se ha reportado enun 0.2 — 13 %
de los aislamientos (:2546),

Por otro lado, uno de los pacientes estaba infectado
con C. laurentii. Esto llama la atencion porque las
infecciones por levaduras que no pertenecen al complejo
son muy poco frecuentes 9. El caso del presente estudio
corresponde a un paciente masculino de 34 afios que en
su historial clinico presentaba infeccién con VIH, baja
adherencia a los antiretrovirales, drogadiccion,
pancitopenia, conteo de linfocitos CD4+ de 29
células/uL y una carga viral de 103 171 copias/mL. El
paciente ingreso con un cuadro febril, confusion, mareos
y baja respuesta a los estimulos y fallecié cuatro dias
después de que se le aislara C. laurentii de médula 6sea.

En el presente estudio, ninguno de los pacientes
estaba infectado con C. gattii. Esta especie es la mas
frecuentemente aislada de pacientes australianos ® y fue
la responsable del brote de Vancouver, Canada “9. Sin
embargo, los resultados obtenidos no descartan la
presencia de esta levadura en nuestro pais, ya que en un
estudio previo en el que se analizaron 2 755 aislamientos
recolectados globalmente, Meyer y Trilles identificaron
una cepa de VGII proveniente de Costa Rica “®, pero no
se menciona si la cepa fue aislada a partir de una muestra
clinica o ambiental.
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Una vez identificadas las cepas, se procedio a
determinarles el perfil de susceptibilidad in vitro al FL,
ya que éste es el principal antifingico empleado para el
tratamiento de la criptococosis en Costa Rica. Como
resultado principal, encontramos que todos los
aislamientos analizados eran sensibles a este
antimicotico y al igual que en un estudio publicado por
Pedroso y colaboradores (2010) “®). Esto es congruente
con lo reportado por otros estudios, porque se estima que
alrededor del 99 % de los aislamientos de C. neoformans
a nivel mundial son sensibles “%. La alta sensibilidad
encontrada se podria deber a una baja presion selectiva,
ya que la mayoria de los pacientes no recibieron
tratamiento antimicdtico profilactico porque ingresaron
al hospital cuando ya la criptococosis estaba muy
avanzada.

A pesar de que la mayoria de los aislamientos, a nivel
mundial, son sensibles, se considera que el amplio uso
del fluconazol, especialmente en los pacientes VIH
positivos, podria generar una presion selectiva en el
surgimiento de cepas menos susceptibles a este
tratamiento. En la literatura si se han reportado casos de
aislamientos del complejo C. neoformans/C. gattii
resistentes a este antifingico, pero son poco frecuentes y
en su mayoria corresponden a la especie C. gattii ?9, El
tratamiento para una criptococosis causada por C. gattii
es el mismo que para una causada por C. neoformans,
pero la respuesta es mas lenta porque presentan MICs
mas altas y hay poca penetracion del antimicético en los
criptococomas “).

En conclusion, en el presente estudio se demostrd
por primera vez en Costa Rica el predominio de C.
neoformans var. grubii VNI y que la resistencia no
constituye un problema entre los aislamientos
estudiados. Sin embargo, es fundamental realizar una
vigilancia epidemioldgica constante de los aislamientos
autdctonos para asi monitorear su comportamiento ante
los antimicoticos y poder determinar de forma objetiva
los lineamientos terapéuticos a seguir, con miras a
mejorar la calidad de vida de las personas afectadas por
esta micosis.
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