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Resumen

Introduccioén: La criptococosis es una infeccion micética oportunista causada por levaduras del género Cryptococcus spp. Mediante técnicas moleculares se ha
logrado establecer que el complejo de especies C. neoformans esta conformado por dos especies: C. neoformans y C. deneoformans y el complejo de especies
C. gattii por cinco: C. gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii y C. decagattii. Ademas, existen hibridos entre las especies. Métodos: Se analizaron
un total de 36 aislamientos clinicos costarricenses. Los hongos fueron caracterizados fenotipicamente mediante la presencia de capsula, crecimiento a 37 °C,
ureasas Yy lacasas y crecimiento en agar canavanina, glicina, azul de bromotimol (CGB) y genéticamente mediante la técnica del polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccién (RFLP, por sus siglas en inglés) del gen URA5. Resultados: Todas las levaduras analizadas presentaron capsula, crecieron a 37 °C,
sintetizaron ureasas y lacasas; el 8.34 % (n = 3) crecieron en agar CGB. Al analizar los patrones de restriccion se encontrd que la especie mas frecuente fue C.
neoformans n = 33 (91.67 %) (patron molecular VNI (n = 22; 61.11 %) y VNII (n = 11; 30.56 %)), seguido de C. gattii (VGI) n =2 (5.56 %) y VGIV (C.
tetragattii o C. decagattii) n = 1 (2.78 %). Conclusiones: se demuestra por primera vez la presencia de los patrones moleculares VGl y VGIV en Costa Rica. Por
lo tanto, se recomienda la implementacion del medio CGB en los distintos laboratorios clinicos ya que la especie incide en la efectividad del tratamiento.

Palabras Clave: Criptococosis, Cryptococcus neoformans, Crytococcus gattii, micosis sistémica, inmunodeficiencia.

Phenotypical and genotypical characterization of Costa Rican clinical isolates of the Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii species complex

Abstract

Introduction: Cryptococcosis is a life-threatening mycosis. It is caused by the Cryptococcus neoformans species complex (C. neoformans and C. deneoformans)
and the Cryptococcus gattii species complex (C. gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii y C. decagattii). Methods: In the present investigation,
36 clinical isolates were studied. The isolates were identified by standard methods, such as india ink preparation, growth at 37 °C, urease test, growth on L-dopa
and canavanine-glycine-bromothymol blue agar (CGB). The molecular types were assigned by RFLP-URAS analysis. Results: All isolates produced a capsule,
grew at 37 °C, synthesized ureases and melanin. The isolates were identified as C. neoformans n = 33 (91.67 %) (molecular type VNI (n = 22; 61.11 %) and
VNII (n =11; 30.56 %)), C. gattii (VGI) n =2 (5.56 %) and VGIV (C. tetragattii/ or C. decagattii) n = 1 (2.78 %). Conclusion: We demonstrate for the first time
the presence VGI and VGIV in Costa Rica and, hence, the circulation of three species belonging to the complexes. Therefore, we recommend the usage of CGB
in the clinical laboratories, since the correct species identification has a direct impact on the effectiveness of the treatment.
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Introduccién

La criptococosis es una micosis sistémica
oportunista, causada por levaduras que pertenecen a los
complejos de especies Cryptococcus neoformans y
Cryptococcus gattii. Por lo general, afecta a pacientes
inmunosupresos, especialmente a los infectados con el
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)!. La
infeccion se adquiere mediante la inhalacion de
blastosporas encapsuladas que se encuentran en el medio
ambiente (deyecciones de palomas, suelos, oquedades de

los &rboles y material vegetal en descomposicion). El
foco de infeccidn inicial son los pulmones y a partir de
este sitio puede diseminar a piel u otros drganos; sin
embargo, el hongo presenta un tropismo marcado por el
sistema nervioso central (SNC), por lo que la
manifestacion clinica mas importante es la meningitis'2.

En los Gltimos afios se han utilizado varias técnicas
moleculares para estudiar la epidemiologia de estos
complejos. Hasta el momento se han descrito un total de
siete especies. EI complejo de especies C. neoformans
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esta conformado por las especies C.
neoformans (serotipo A, VNI/AFLP1 y VNII/AFLP1A,
AFLP1B, VNB, anteriormente conocido como C.
neoformans var. grubii), C. deneoformans (serotipo D,
VNIV/AFLP2, anteriormente C.
neoformans var. neoformans) 'y el hibrido C.
neoformans x C. deneoformans hybrid (VNIII/AFLP3 o
hibrido AD). Por otro lado, el complejo C. gattii esta
formado por cinco especies: C. gattii (VGI/AFLP4), C.
deuterogattii (VGII/AFLP6), C.bacillisporus (VGIII/A

FLP5), C. tetragattii (VGIV/AFLP7) y C.
decagattii (VGIV y VGIIIc/AFLP10).

Los hibridos diploides o aneuploides entre las
especies son hibrido C. deneoformans x C. gattii
(AFLP8), hibrido C. neoformans x C. gattii (AFLP9) e
hibrido C. neoformans x C. deuterogattii (AFLP11)34,
El patron molecular més prevalente a nivel mundial es el
VNI.

El VNII no ha sido reportado en Europa y en los
demés continentes se reporta en porcentajes bajos.
Cuando se descubrié el VNB se pensé que este era
endémico del Sur de Africa; sin embargo, se han
reportado aislamientos en Brasil®. Es importante resaltar
gue es el segundo patrdn molecular en cuanto a
frecuencia de aislamiento en Africa.

El VNIl y VNIV se han encontrado en mayores
porcentajes en Estados Unidos y Europa®. El patron
molecular del complejo de especies de C. gattii mas
comunmente aislado es el VGII, siendo el mas frecuente
en América, seguido del VGI. Este ultimo, es el que méas
se encuentra en Europa, Asia y Oceania.

El VGIII no se encuentra en Europa y se aisla en
bajos porcentaje, y el VGIV también es raro, ya que solo
se ha encontrado en el Sur de Africa, India y
Latinoamérica®’. Por lo tanto, el presente estudio tiene
como objetivo determinar los patrones moleculares de
los complejos de especies Cryptococcus neoformans y
Cryptococcus gattii que circulan en Costa Rica para asi
contribuir con el conocimiento epidemiolégico de la
enfermedad en el pais.

Métodos
Aislamientos

Se trabaj6 con 36 aislamientos clinicos
pertenecientes a la Micoteca de la Seccion de Micologia
Médica, de la Facultad de Microbiologia, de la
Universidad de Costa Rica. Estos aislamientos se
mantuvieron en medio Sabouraud glucosado (MSG) a
temperatura ambiente (20 - 30°C).
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Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de
Cryptococcus

A los aislamientos se les realiz6 una serie de pruebas
fenotipicas con el fin de verificar la pureza de los mismos
y la correcta clasificacion dentro de los complejos C.
neoformans y C. gattii. Se les realiz6 una tincion
negativa con tinta china, fueron incubados a 37 °C,
inoculados en agar urea de Christensen, en agar L-dopa
y en agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB).
Ademas, se les realiz6 una determinacion bioquimica
con API® 20 C AUX (BioMeérieux, Francia).

Caracterizacion genotipica de los aislamientos de
Cryptococcus

Se realiz6 una extraccion de ADN gendémico
mediante la técnica de choque térmico 8. La tipificacion
se realizd mediante la técnica de RFLP del gen URAS,
con las enzimas Sau96l y Hhal (Thermo Scientific,
Estados Unidos), utilizando 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°) °.
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
(VGII), WM 161 (VGIIl) and WM 779 (VGIV), del
Westmead Institute for Medical Research, Sydney,
Australia.

Resultados
Perfiles demogréaficos de los pacientes

Los aislamientos fueron depositados en la coleccién
de hongos vivos de la Seccion de Micologia Médica,
Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica
(VI-B7732) entre los afios 1969 y 2016. En el Cuadro 1
se presentan los datos demogréaficos disponibles de estos
aislamientos. Cabe resaltar que algunos aislamientos son
muy antiguos por lo que no se cuenta con todos los datos.

Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de
Cryptococcus

En todos los aislamientos estudiados (n = 36) se
observo la presencia de capsula, crecimiento a 37 °C, la
hidrolisis de la urea y la produccién de melanina; por lo
que todos fueron clasificados preliminarmente como
Cryptococcus spp. y luego como C. neoformans segun el
perfil bioquimico del API® 20 C AUX (BioMérieux,
Francia). Mediante el empleo del crecimiento en agar
CGB se logré clasificar al 91.66 % (n = 33) de los
aislamientos dentro del complejo de especies C.
neoformans y al 8.34 % (n = 3) dentro del complejo de
especies C. gattii.
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Caracterizacion genotipica de los aislamientos de
Cryptococcus

Por medio de la técnica de polimorfismo en la
longitud de fragmentos de ADN (abreviada RFLP en
inglés) del gen URA5S se agrup6 a los aislamientos en
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cuatro patrones moleculares, 22 aislamientos (61,11 %)
pertenecen al patron molecular VNI, 11 (30,56 %) al
VNI, 2 (5,56 %) al VGl y 1 (2,78 %) al VGIV (Figura 1
y Cuadro 1).

Cuadro 1. Datos demograficos e informacion disponible de los aislamientos clinicos costarricenses de los complejos de especies C. neoformans

y C. gattii, analizados (n = 36).

Cédigo Identificacién Afo  Tipo de muestra Sexo Edad Procedencia!
CR-NE-04 C. neoformans (VNI) 1969 ND ND ND Hospital México
CR-NE-07 C. neoformans (VNI) ND ND Masculino ND Hospital México
CR-NE-08 C. neoformans (VNI) ND ND Femenino ND Hospital México
CR-NE-09 C. neoformans (VNI) ND ND Masculino ND Hospital México
CR-NE-10 C. neoformans (VNI) ND ND ND ND Hospital México
CR-NE-11 C. neoformans (VNI) 1974 ND ND ND Hospital México
CR-NE-12 C. neoformans (VNI) ND ND Femenino ND Hospital México
CR-NE-13 C. neoformans (VNI) ND ND Masculino ND Hospital México
CR-NE-14 C. neoformans (VNI) ND ND Femenino ND Hospital México
CR-GA-09 (antiguo CR-NE-15) C. gattii (VGI) 1980 ND ND ND Hospital México
CR-GA-05 (antiguo CR-NE-16) C. gattii (VGI) ND ND Femenino ND Hospital México
CR-NE-17 C. neoformans (VNII) 1987 LCR® Masculino ND Hospital México
CR-NE-18 C. neoformans (VNI) ND Ulcera de mano Masculino ND ND
CR-NE-19 C. neoformans (VNII) ND ND ND 8 Hospital Nacional de
Nifios
CR-NE-24 C. neoformans (VNI) 1994 LCR ND ND Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-01 C. neoformans (VNI) 1994 ND ND ND Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-02 C. neoformans (VNI) 1994 ND ND ND ND
CR-NE-26 C. neoformans (VNI) ND ND ND ND Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-NE-28 C. neoformans (VNI) 1996 ND ND ND Hospital México
CR-NE-29 C. neoformans (VNI) 1997 ND ND ND Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-NE-31 C. neoformans (VNI) 1997 LCR ND ND Hospital Clinica Biblica
CR-NE-36 C. neoformans (VNII) 1999 LCR ND ND Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-NE-37 C. neoformans (VNII) 1999 ND Masculino ND Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-NE-38 C. neoformans (VNII) 1999 ND ND ND Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-NE-40 C. neoformans (VNII) 2001 LCR ND ND Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-NE-42 C. neoformans (VNII) ND LCR ND ND Hospital México
CR-NE-43 C. neoformans (VNII) 2002 LCR ND ND Hospital Blanco
Cervantes
CR-NE-124 C. neoformans (VNII) 2016 LCR Masculino ND Hospital William Allen
Taylor, Turrialba,
Cartago
CR-NE-125 C. neoformans (VNII) 2016 LBA* Femenino 10 Hospital Nacional de
Nifios
CR-NE-127 C. neoformans (VNII) 2016 Hemocultivo Masculino 56 Hospital Rafael Angel
Calderén Guardia
CR-NE-128 C. neoformans (VNI) 2016 LBA Femenino 9 Hospital Nacional de
Nifios
CR-GA-08 C. tetragattii/ C. 2016 LCR Masculino 41 Hospital México,
decagattii (VGIV) Cartago

'Hospital de donde se realizo el aislamiento y/o provincia de residencia del paciente. 2ND=no disponible. 3LCR=liquido cefalorraquideo.

“LBA=lavado bronquioalveolar.

Discusion

La criptococosis se define como una infeccion
oportunista, causada por levaduras pertenecientes a los
complejos de especies C. neoformans y C. gattii. Para el
2013 se estimaba que la meningitis criptococcica causaba
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aproximadamente un millén de casos anuales, de los
cuales 625 000 morian, principalmente entre la poblacion
VIH positiva sin tratamiento antirretroviral °. En el
presente estudio, se caracterizaron 36 aislamientos
clinicos que fueron depositados en la colecciéon de
hongos vivos de la Seccion de Micologia Médica de la
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Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica.
Como se mencioné previamente, en el apartado de
resultados, no se cuenta con toda la informacion
demogréfica de los aislamientos, lo que presenta una de
las debilidades de este estudio. Sin embargo, desde el
2011 se han hecho esfuerzos para que a la coleccion se
incorporen solo aislamientos que cuenten con la mayor
cantidad de informacién posible y asi poder realizar
estudios epidemiolégicos mas robustos °.

Figura 1. Ejemplos de los patrones moleculares de los complejos C.
neoformans y C. gattii detectados segun la restriccion enzimatica del
gen URA5. WM = Hospital Westmead. Marcador de peso molecular
(GeneRuler 50 pb DNA Ladder, Thermo Scientific®).
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La especie C neoformans causa aproximadamente el
80% de los casos de meningitis criptocdccica en el
mundo. Dicha cifra aumenta en pacientes VIH positivos,
Ilegando a ser los responsables de hasta un 90 % de los
casos de meningitis criptocdccica. A dicha especie
pertenecen los patrones moleculares VNI y VNI 341112
ambos encontrados en el presente estudio y en el estudio
de Jaikel y colaboradores (2018)°; siendo el VNI el méas
frecuentemente aislado. Dicho patron molecular se ha
encontrado en todos los continentes y es el mas comdn a
nivel mundial; excepto en Australia y Papla Nueva
Guinea 8. En el continente americano, ha sido aislado a
partir de muestras clinicas, humanas y veterinarias, y
ambientales en Argentina 3, Brasil 14, Chile, Colombia
15 Cuba 8, Ecuador ¥, Estados Unidos ©, Guatemala %,
México 8, Peri ° y Venezuela *°. Ademas, presenta una
baja diversidad molecular ya que se presenta un claro
predominio del alelo del MAT tipo o ' Suele causar
enfermedad en pacientes que se encuentren
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inmunosuprimidos debido a infeccién con VIH, terapia
con corticosteroides, malignidades hematoldgicas o que
hayan sufrido un trasplante de 6rgano; sin embargo,
existen casos reportados en individuos
inmunocompetentes 112,

Los patrones moleculares VNI y el VNII al
pertenecer a la misma especie comparten gran parte de
sus caracteristicas epidemioldgicas y cabe destacar que
todos los aislamientos VNII que se han identificado a
nivel mundial son MAT a % Este patrén molecular ha
sido reportado en todos los continentes, solo que a
diferencia del VNI, se suele reportar en bajos porcentajes
. En América se ha reportado en Brasil 4, Chile,
Colombia %5, Estados Unidos °, México 8, Perd 1°y
Venezuela *°.

Por su parte, los organismos que pertenecen al
complejo de especies C. gattii por lo general, causan
infeccion en individuos inmunocompetentes y estan
asociados con mayor cantidad de secuelas neurolégicas
en comparacion con C. neoformans 222, Este complejo
se consideraba propio de los tropicos y subtropicos, pero
en afios recientes se ha reportado en nuevas regiones
geogréaficas como Europa, Canada, Estados Unidos y
Japén ’.

Entre los aislamientos estudiados se identificaron
dos C. gattii (VGI) y un aislamiento VGIV. Este tltimo,
podria pertenecer a la especie C. tetragattii o C.
decagattii ya que la técnica molecular empleada no
diferencia entre ambas especies. Esta es otra limitante del
estudio, por lo que se recomienda, a futuro, realizar
estudios de secuenciacion para discernir esta diferencia.
Esto resulta interesante, ya que segun la literatura el
patron molecular del complejo C. gattii mas
cominmente aislado en América es el VGII®?, Este
patrén ya habia sido reportado previamente en Costa
Rica %, por lo que se esperaba encontrarlo en el presente
estudio. Cabe destacar que segun reportes anteriores el
VGl era el patron molecular mas aislado a nivel mundial,
es posible que el VGII desplazara al VGI debido al brote
de Vancouver, ya que se realizaron multiples muestreos
relacionados con el brote ya mencionado 2%, Lo anterior
se evidencia mejor teniendo en cuenta que entre los
aislamientos clinicos ambos genotipos se reportan con
porcentajes similares, mientras que en aislamientos
ambientales el VGI representaun 26 %y el VGII un 61%
del total de aislamientos de este complejo genotipeados
7,11

Dicho brote llamé la atencion debido a que fue la
primera vez en que se reportaba casos causados por el
complejo de especies C. gattii en una regiéon de clima
templado 2.
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C. ogattii (VGI) es la segunda especie mas
frecuentemente aislada a nivel mundial, y la principal
especie de este complejo en Europa, Asiay Oceania ®. En
el continente americano el aislamiento de esta especie no
es rara, debido a que ademas de haberse encontrado en
este estudio, también se ha reportado en Argentina 3,
Brasil *, Canada %, Colombia '°, Cuba !, Estados
Unidos 8, México, Per( *°, Puerto Rico 2° y Venezuela °.
Esta especie suele causar enfermedad en pacientes
inmunocompetentes, caracteristica que comparte con la
especie C. deuterogattii (VGII) 7. Sin embargo, ambos
genotipos difieren en su presentacion clinica, pues una
infeccion con C. gattii es mas comun que genere cuadros
anivel del SNC 4, mientras que por C. deuterogattii suele
presentarse mas casos pulmonares #’.

Por otro lado, C. bacillisporus (VGIII), la cual no se
encontro entre los aislamientos estudiados, es la tercera
especie mayormente aislada del complejo C. gattii en el
continente americano y se considera endémica del sur de
California. Esta especie raramente se reporta en los
demas continentes %’ y se ha relacionado con poblacion
VIH positiva, a diferencia de las especies del complejo
mencionados anteriormente %,

El patrén molecular VGIV es el menos frecuente ’
Se ha demostrado su presencia en tres paises de América,
a saber: Colombia, México y Puerto Rico ©. También,
cabe destacar que el VGIV es patrdn molecular mas
comunmente aislado del complejo C. gattii en Africa 7.
Este patron molecular, al igual que el VGIII, se ha
relacionado con pacientes VIH positivos, principalmente
en Africa 2. EI VGIV que se aisl6 en el pais provenia del
LCR de un paciente VIH positivo que cursaba con una
meningitis producto de la infeccion con el hongo, perfil
que calza con el de los aislamientos del sur de Africa y
un aislamiento de la India 2. En México se ha reportado
un aislamiento clinico de VGIV a partir de un paciente
inmunocompetente, a la vez que se han reportado
aislamientos ambientales de VGIV en Colombia y Puerto
Rico 152,

Finalmente, es importante resaltar que, aunque las
micosis sistémicas no son infectocontagiosas, si
constituyen un serio problema de salud publica. La
criptococosis, como mencionado anteriormente, es una
enfermedad con una alta tasa de mortalidad por lo que es
importante que el personal de laboratorio esté capacitado
para realizar su diagndstico de forma rapida y sencilla.
En los hospitales de nuestro pais no se cuenta con el
medio CGB, ni otro medio para diferenciar entre las
especies del complejo. Debido a la severidad de la
criptococosis, las diferencias ecolégicas, de virulencia 'y
de respuesta al tratamiento entre las especies, se sugiere
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implementar este o algun otro método para diferenciarlas
30
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