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ABREVIATURAS

ADN = Acido DesoxirriboNucléico

ADS = Agar Dextrosa Sabouraud

AFLP = Polimorfismo en longitud de los fragmentos amplificados (Amplified Fragment
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CGH = Hibridacién gendémica comparada (Comparative Genome Hibridization)
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ELISA = Inmunoensayo enzimatico (Enzyme Like-ImmunoaSsAy)

FP = Huella digital (Finger Printing)

FRET = Transferencia de energia fluorescente resonante (Fluorescence Resonance Energy
Transfer)

GXM =  GlucoronoXyloManana

IGS = Secuencia intergénica (InterGenic Sequence)

ITS = Secuencia intertranscripcional (InterTranscriptional sequence)

LCR = Liquido CefaloRraquideo

MAPcinasa = Proteinas cinasas activadoras de mitégeno (Mitogen Activated Protein cinasas)

MLST = Tipificacion por secuencias multi-/ocus (Multi Locus Sequence Typing)

PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)

RAPD = Polimorfismo de la amplificacién al azar del ADN (Random Amplified Polimorphysm
Desoxirribonucleic acid)

RFLP = Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccidon estriction Fragment
Length Polimorphysm)

SIDA = Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida

TBE = EDTA tris-boratos (Tris Borates EDTA)

TIGR = Instituto de la investigacion gendémica (The Institute for Genomic Research)

VIH = Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VG = Variedad Gattii

VN

Variedad Neoformans



RESUMEN

Cryptococcus neoformans 'y C. gatti, son levaduras capsuladas ubicuas principalmente causantes
de meningoencefalitis y que ponen en peligro la vida de pacientes que cursan con deficiencias en la
defensa inmune mediada por células.

En casi todos los paises del mundo, la criptococosis es una enfermedad que carece de notificacién
sanitaria, lo cual explica por qué a pesar de los pocos pero excelentes estudios epidemiolégicos
llevados a cabo en algunos paises, no hay una estimacion precisa de su prevalencia ni de la
distribucién de los genotipos (VG, variedad gatti y VN, variedad neoformans) de los agentes
causales.

Por lo anterior, en el presente estudio se asumié como objetivo obtener una aproximacién al
conocimiento de la epidemiologia de la criptococosis en México.

El proyecto se llevd a cabo en las siguientes etapas: 1) Investigacion de la frecuencia de la
enfermedad en nuestro medio, 2) Aislamiento de las levaduras a partir de fuentes naturales y de
pacientes con criptococosis, 3) Estudio de la susceptibilidad antifingica y finalmente 4)
Identificacion genotipica.

Al igual que en otros paises los resultados obtenidos muestran que: 1) La criptococosis tiene mayor
prevalencia en el sexo masculino que en el femenino, 2) La gran mayoria de los casos causados por
C. neoformans var. grubij, estan asociados a pacientes con SIDA, en quienes se presenta una alta
tasa de muerte, 3) La mayor parte de las personas afectadas se encuentran entre la tercera y
cuarta década de la vida, 4) Los casos causados por C. gatti estan asociados a pacientes
inmunocompetentes, 5) Los aislados muestran sensibilidad a la anfotericina B y a los azélicos, pero
resistencia a caspofungina 6) Los genotipos designados como VNI y VNII son dominantes en los
aislados clinicos.

A diferencia con otros estudios, nuestros resultados revelan que: 1) En cuanto a frecuencia,
después de C. neoformans var. grubii, el agente que le sigue en orden descendente es C. gattiiy es
notable la escasa frecuencia con la que se presentaron casos por C. neoformans var. neoformans,
2) Los cuatro diferentes genotipos que integran a C. gatti, se encontraron en la misma frecuencia,
3) La presencia de pacientes con criptococosis causada por C. gatti, no estuvo relacionada con
regiones de clima tropical y 4) En nuestro pais, se encuentran representados los ocho genotipos
formalmente descritos para estas levaduras.

El andlisis y la discusion de los resultados nos llevan a concluir que: 1) Existe una buena correlacion
entre los resultados de las pruebas bioquimicas, el andlisis seroldgico y los patrones genotipicos, 2)
Las pruebas aplicadas reconocieron a cepas “atipicas” interesantes, cuya investigaciéon posterior nos
podra dar informacion de la deriva génica de estas levaduras dentro del continente americano, dato
importante para investigar la relacién causa-efecto entre exposiciéon y enfermedad, 3) Se

estandarizaron las condiciones de las pruebas de sensibilidad anti-fingica para Cryptococcus spp,



las que en el futuro nos permitiran monitorear el surgimiento de cepas resistentes, 4) De manera
general encontramos que en México, la frecuencia entre los genotipos VN y VG es variable, pero su
presencia no esta asociada directamente al lugar geografico, 5) México cobra una importancia
relevante en el terreno epidemioldgico ya que con la demostracion de la presencia de los ocho
genotipos, se afina la distribucion geografica mundial de los mismos, 6) Nuestros resultados
permitieron generar patrones de ‘huella digital’ por PCR bajo condiciones estandarizadas en cepas
mexicanas de Cryptococcus spp, por lo que dichos patrones “regionales” podran ser usados como
referencia y controles internos en estudios futuros acerca de la epidemiologia en la criptococosis y
7) Es necesario continuar con el disefio de sondas especificas y reproducibles para identificar
contundentemente a estos organismos en muestras biolégicas de pacientes y contribuir al

diagndstico temprano.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans and C. gatti, are ubiquitous encapsulated yeast responsible for
meningoencephalitis and life-threatening of patients with deficiencies in cell-mediated immune
defense.

In almost all countries, cryptococcosis is a disease with few epidemiological studies therefore we
ignore data like its prevalence, or distribution of genotypes (VG, variety gatti and VN, variety
neoformans) of the causative agents.

Therefore, in this study the main objective was to obtain a better knowledge about the
epidemiology of cryptococcosis in Mexico.

The project was carried out in the following stages: 1) Frequency research on cryptococcosis in our
environment, 2) lIsolation of yeasts from natural sources and from patients, 3) Study of the
antifungal susceptibility and finally 4) Genotype identification.

The results showed: 1) The cryptococcosis is more prevalent in males than in females, 2) The vast
majority of cases caused by C. neoformans var. grubii are related to AIDS patients, in whom there
is a high death rate, 3) The majority of those affected are integrated between the third and fourth
decade of life, 4) cases caused by C. gatti are associated with immunocompetent patients, 5)
isolates show sensitivity to amphotericin B and azoles, but resistance to caspofungin 6) The
genotypes VNI and VNII are prevalent in clinical isolates.

Different from other similar studies, our results showed: 1) C. neoformans var. grubii, is the most
common agent of cryptococcosis, followed in decreasing order was C gattii and it is remarkable the
low frequency of C. neoformans var. neoformans, 2) the four different genotypes that integrate C.
gattii were found in the same frequency, 3) the presence of patients with cryptococcosis caused by
C. gattii was not related to tropical climates and 3) In our country, are formally represented the
eight genotypes described for these species.

The analysis and discussion of the results lead us to conclude that: 1) There is good correlation
between the biochemical and serological tests, with the genotype patterns, 2) Our methods
recognized "atypical" strains which in further research may give us information about genetic drift
within the American continent, 3) Were standardized antifungal susceptibility tests for Cryptococcus
spp, which in future will allow us to monitor the emergence of resistant strains, 4) In general we
find that in Mexico, the genotype frequency between VN and VG is variable, but its presence is not
directly associated with geographic location, 5) Mexico charges relevant importance in the
epidemiological field since the demonstration of the presence of the eight Cryptococcus genotypes,
6) Our results allow us to generate patterns of ‘fingerprint' by PCR under standard conditions in
Mexican Cryptococcus spp strains, and 7) Is necessary to continue with the search for designs and
reproducible specific probes to identify these organisms in biological samples of patients and

contribute to early diagnosis.



INTRODUCCION

El género Cryptococcus esta integrado por hongos levaduriformes caracterizados por ser
encapsulados, gemantes, generalmente no formadores de seudomicelio, sensibles a la
cicloheximida y no fermentadores de azucares [1-3]. El género Cryptococcus contiene 39 especies
fangicas heterobasidiomicetas, de las cuales C. neoformans y C. gattii son irrefutablemente
consideradas como las especies patogenas para los mamiferos [1-6]. En el laboratorio es fécil

diferenciar entre las dos especies patdgenas con pruebas bioquimicas sencillas (Cuadro 1).

CUADRO 1. ALGUNAS DIFERENCIAS Y SEMEJANZAS ENTRE Cryptococcus neoformansy C. gattii

CARACTERISTICAS C. neoformans C. gattii
Produccién de ureasas + +
Reduccién de nitratos a nitritos - -
Crecimiento a 37°C + +
Produccién de laccasas + +
(enzimas oxidativas)
Resistencia a la canavanina - +
Asimilacion de la D-prolina - +
Inhibicién de ureasas - +
Serotipos™ AyD ByC
Teleomorfo Filobasidiella neoformans Filobasidiella bacillispora
Distribucién mundial amplia restringida
Principalmente aislado de excretas de aves arboles de zonas no
perturbadas
Patégeno oportunista primario
Huésped mamifero inmunodeficiente inmunocompetente

*0tros serotipos reconocidos como hibridos son: AD, AB, BD.

Microscépicamente, la mayoria de los criptococos aislados de especimenes clinicos aparecen como
levaduras esféricas encapsuladas en tejidos y cultivo de los mismos. El tamafio de la capsula varia
de acuerdo con la cepa y las condiciones de cultivo, estimando que en la mayoria de los
aislamientos tiene un tamafio promedio de 20 um. La cépsula estd formada principalmente por
glucoronoxylomana [1-6].

Si bien el tamafio de la capsula no es un criterio de identificacién, la estructura espacial y la
proporcién de sus componentes permitieron clasificar convencionalmente a C. neoformans en cinco

serotipos (A, B, C, D y el hibrido intra-variedad AD) y en tres variedades: C. neoformans var. grubii



(serotipo A), C. neoformans var. neoformans (serotipo D) y C. neoformans var. gattii (serotipos B y
C) [7-8].

En la ultima década, varias técnicas de biotipificacion han sido usadas para conocer el genotipo de
las levaduras y colaborar en el estudio de la epidemiologia de la enfermedad que producen [9-13].
Un resultado de esos estudios fue la elevacion a nivel de especie de C. neoformans var. gattii [7]
basada en la variabilidad genémica y la falta de evidencia para la recombinacion genética entre C.
neoformans 'y C. gattii, ademas de las diferencias ya conocidas en caracteres fenotipicos, habitat
natural, epidemiologia, manifestaciones clinicas de la enfermedad y respuesta al tratamiento
antifingico [1-6].

Principalmente a través de los patrones obtenidos con la PCR-“huella digital” (PCR-FP), generados
con el iniciador “core” M13 [10] y la amplificacibn de fragmentos del gene URAS5 (orotidin-
monofosfato pirofosforilasa) obtenidos por RFLP, mediante doble digestion con SatR61y Hhal [10],
se considera que las especies C. neoformans-C. gattii forman un complejo integrado en ocho tipos
moleculares o genotipos principales: C. neoformans var. grubii corresponde a los tipos moleculares
VNI y VNII; C. neoformans var. neoformans corresponde al VNIV y el serotipo AD corresponde al
genotipo VNIII. C. gattij esta integrado por cuatro tipos moleculares: VGI, VGII, VGIII y VGIV, los

que se ha propuesto sean tratados como taxa diferentes (variedades) [14-18] (Fig. 1).

DIVERGENCIA EN MILLONES DE ANOS DE LOS TIPOS
MOLECULARES DE C. neoformans — C. gattii

VNI

4.5 } C. neoformans var. grubii
185 VNII

VNIV #— C. n. var. neoformans

37 VGI

VGilll

VGIV C. gattii

9.5
VGl

GENES UTILIZADOS
miRNA, ITS1/2, OMF, DOX  XuJ et al. [14]

ACT1, IDE, PLB1, URAS Meyer et al., datos aun no publicados

FIGURA 1. FILOGENIA Y DISTRIBUCION EN SIETE GENOTIPOS DE Cryptococcus neoformans/C.
gattiy.



Aln falta por acordar si el recientemente descrito genotipo VNB, caracteristicamente asociado a
aislados clinicos y ambientales de Botswana, es realmente un genotipo independiente o debe ser
considerado como un subtipo del ya bien caracterizado genotipo VNIl [16, 18] (Cuadro 2).

Asimismo, la situacion de identidad genotipica es incierta para aquellos aislados hibridos intra-

especificos correspondientes a los serotipos BD y AB [17-18] (Fig. 2).

CUADRO 2. CONCORDANCIA DE DIFERENTES TIPIFICACIONES MOLECULARES USADAS PARA C.
neoformans-C. gattii [16, 18, 36].

TECNICA (Autor)

o
2
< = = = ) ) = £)
3 g 5 o 3 o 3|a £ 3 z

[} = R o 2 g 35 o N

~ < < @ < = x +« wn

o o e = @© 0] [(9p]

o o Q ) < = =
A VNI VN6 (VN5) AFLP1 VNI Al 1A/B ITS1

VNII AFLPla/AFLP1b VNB 1A ITS1

VNII VN7 AFLP1a/AFLP1b VNII A2 1C ITS1
AD VNIII VN3/VN4 AFLP3 A3 2C ITS1/1ITS2
D VNIV VN1 (VN2) AFLP2 A4 2A/2B/2C ITS2
B/C VGl AFLP4a/AFLP4b A5 4 ITS3/1TS7
B/C VGl AFLP6 A6 3 ITS4
B/C VGIII AFLP5a/AFLP5b/ AFLP5c A7 5 ITSS
B/C VGIV AFLP7 A8 6 ITS6

FP = Fingerprinting

AFLP = Amplified Fragment Lenght Polymorphism
RFLP = Restriction Fragment Length Polymorfism
IGS = Inter Genic Sequence

ITS = Inter Transcription Sequence



A VNI / AFLP1
VNIl / AFLP1A+1B
AD VNII/AFLP3

VNIV / AFLP2

)

AB AFLP9 B BD AFLPS
o . VGI/AFLP4

\ VGII/AFLP6
N

\\\ VGIIl / AFLPS
g \

VGIV I AFLPY

yi

Meyer W, et al_ [18]

FIGURA 2. RELACION DE LOS SEROTIPOS CON LOS GENOTIPOS PROPUESTOS PARA EL
COMPLEJO C. neoformans/C. gatti.



ANTECEDENTES

Ciclo de Vida.

Cryptococcus neoformans y C. gattii predominantemente existen como formas haploides
vegetativas con reproduccion asexual por gemacién que son ademas heterotalicas, caracteristica
gue les permite poseer un sistema de sexuado bipolar con los tipos sexuales a 'y o [1-2, 19-20]. El
locus del tipo sexual (MAT) es la region del genoma fungico que regula el ciclo sexual, las células
de tipos sexuales opuestos se aparean para formar el teleomorfo filamentoso: Filobasidiella
neoformans para el caso de C. neoformans o F. bacillospora el correspondiente a C. gattii (Fig. 3)
[1-2, 14, 19-20].

Apareamiento sexual. En respuesta a la limitacion de nutrientes, células levaduriformes a y a

secretan péptidos-feromonas que disparan la fusion célula-célula. La fusion nuclear se retarda y el
dicarion resultante inicia el crecimiento filamentoso. Los dos nudcleos parentales migran
coordinadamente en la hifa dicariotica y como cada septo formado separa las células, un nudcleo es
transferido a la pendltima célula hifal a través de una conexién “en pinza”. En la etapa del
desarrollo del basidio, los dos nucleos se fusionan y sufren meiosis para producir cuatro productos
meioticos que sufren mitosis y geman desde la superficie del basidio para producir cadenas de
basidiosporas (Fig. 3).

Fructificacion monocariética o haploide, fendmeno en el que exclusivamente se suscita la fusion

nuclear, implica cepas del mismo tipo sexual por ejemplo células a, se transforman en diploides
(o/a) tanto por endoduplicacion como por fusion nuclear seguida de la fusion de dos células. Las
hifas diploides monocariéticas forman conexiones “en pinza rudimentarias”, las cuales no se
fusionan a la célula precedida. En la etapa del desarrollo del basidio, la meiosis se presenta y
basidiosporas haploides son producidas en cuatro cadenas Se producen basidios con basidiosporas
viables, aunque a una frecuencia mas baja que en una cruza regular MA7a x MATa [1-2] (Fig. 3).
Este tipo de fructificacion se ha observado con mucha mayor frecuencia en aislados MAT7a de todos

los serotipos, que en los MATa [19-20].
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Copyright © 20056 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Mlcrobcology
FIGURA 3. REPRODUCCION EN Cryptococcus neoformans/C. gattii,

El /focus MAT en C. neoformans/C. gattii mide ~100 kb y codifica mas de 20 genes esenciales,

incluyendo aquellos que establecen la identidad del tipo celular, los implicados en la produccion de

feromonas (MFa y MFa), sensibilidad, componentes de la cascada MAPcinasa, asi como algunos

otros que no parecen tener funcion alguna en el sexado [19-20].

El apareamiento entre C. neoformans o C. gattii ha sido efectuado bajo condiciones de laboratorio y

ocasionalmente se ha encontrado de manera natural; sea /n vitro o en la naturaleza, el fendmeno

de recombinacion es evidente [14-17].

Asimismo, se han encontrado aislados diploides o aneuploides tales como los serotipos hibridos AD,

BD o AB, los cuales generalmente poseen ambos /oc/ del tipo sexual lo que indica que son resultado

del apareamiento entre aislados de tipos sexuales opuestos, seguido de una meiosis dafiada debido

a las incompatibilidades genémicas. Se postula que los hibridos resultan de una esporulacién pre-

meibtica o a partir de la fusidon de nucleos meidticos haploides seguidos por el empaquetamiento de
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nucleos diploides en una basidiospora. Apoyando esa teoria, se han observado basidios atipicos
produciendo dos esporas normales y una espora con nicleo diploide [19].

C. neoformansy C. gattii se reproducen mediante diversas estrategias sexuales y asexuales, en las
cuales pueden presentarse tanto la recombinacibn como la dispersion clonal, lo que
consecuentemente permite en estas especies una alta complejidad genotipica y quizd mayor

probabilidad de sobrevivencia.

Ecologia.

Se ha postulado que C. neoformansy C. gattii pueden ser hongos semejantes a tizones o levaduras
endo/epifitas que desarrollan una asociacion biotréfica especifica con una planta huésped. En el
caso de C. gattii, se postula que las teleutosporas o micelio dicariético ‘hiberna’ en los ovarios o
anteridios de retofios desarrollados de Eucalyptus camaldulensis. Con el florecimiento de la planta,
las estructuras germinan para producir basidiosporas que son liberadas en el ambiente: las que
quedan sobre el tejido meristematico del vegetal inician la formacién de micelio dicariético v,
consecuentemente, la infeccién del tejido vegetal; las que se encuentran en el aire-ambiente
permanecen por tiempos cortos, se dispersan y son propagulos infecciosos para el humano y otros
animales. Después de la propagacion esas esporas pueden sintetizar material capsular y
transformarse en levaduras capsuladas [1, 21].

Las aves que tienen una asociacion con el vegetal huésped pueden albergar a los criptococos a
través de su intestino y depositar levaduras capsuladas en sus heces; los criptococos pueden
acumularse en cobertizos (habitats protegidos), los cuales actian como fuentes importantes para la
dispersion de otro tipo de propagulos infecciosos: las levaduras desecadas [1, 21-22].

En concordancia con los antecedentes ecolégicos mencionados, se ha establecido que el habitat
natural de C. neoformans es también una planta que seria mas semejante a hierbas o cereales
comunes con los cuales las aves, especialmente las palomas, se alimentan. Otros estudios acerca
de la interaccién hospedero-parasito estan en progreso para determinar dénde ocurre la formacién
de los elementos hifales dicariéticos y basidios del hongo en los vegetales huéspedes [1, 21].

Los criptococos son rapidamente eliminados del ambiente por la accion de los rayos solares y
microorganismos tales como bacterias y amibas; sin embargo, si los criptococos son acumulados en
cobertizos, pueden permanecer viables durante largos periodos (varios afios) en el suelo o detritos
organicos [1, 21].

Tanto las basidiosporas como las levaduras son células haploides, pero las levaduras son unidades

vegetativas que crecen rapidamente sobre medios de cultivo artificiales.
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Cryptococcus neoformans.

Con algunas excepciones, C. neoformans normalmente infecta pacientes inmunocomprometidos.
Puede ser aislado del ambiente de cualquier lugar del mundo, es un patégeno ubicuo y esta
frecuentemente asociado con materias fecales aviarias, madera en putrefaccién o suelo [1-3, 23-
26]. La mayoria de los aislamientos de C. neoformans son var. grubii (serotipo A) y en menor
frecuencia var. neoformans (serotipo D) [10-13]. Una propuesta reciente es que esas variedades
deberian ser tratadas como especies diferentes debido a que han divergido lo suficiente (desde
hace 18 millones de afios, Fig. 1) para que un apareamiento normal no pueda ser posible. La
comparacion de sus genomas muestra que, entre estas dos variedades, no existen recientemente
intercambios de ADN importantes [2, 14].

El serotipo A es responsable del 95% de todas las infecciones causadas por C. neoformans en
pacientes. Ha sido subdividido en tres tipos moleculares: VNI (AFLP1), VNIl (AFLP1B) y VNB
(AFLP1A) (Cuadro 2). VNI es el tipo molecular mas comudn e integra el 78% de los aislados de C.
neoformans [10, 16-17]. El grupo VNB, inicialmente restringido a Botswana, recientemente ha sido
recuperado de excrementos de palomas en Brasil y de pacientes de Ruanda, Portugal y Brasil, lo
gue ha dividido al genotipo en tres subgrupos: VNB-A, VNB-B y VNB-C. Las cepas serotipo A MATa
(Aa) han mostrado ser mas patdgenas que las cepas Aa. Es interesante que el grupo VNB incluye
una gran proporcién de aislados fértiles de MATa [16].

Las cepas serotipo D se encuentran en todo el mundo pero son prevalentes en areas con climas
templados, como las de los paises europeos, donde el 30% de los aislados pertenecen a este
serotipo. Esta distribucion restringida puede ser debida al hecho de que las cepas del serotipo D
son mas sensibles a altas temperaturas. Se ha reportado que el serotipo D es menos virulento y
mas sensible al fluconazol que las células serotipo A. Las manifestaciones clinicas de las infecciones
humanas causadas por los serotipos A y D son similares. En modelos murinos, cepas Da son mas
virulentas que sus congénicas Da [27-28].

El serotipo AD es relativamente comin y es el resultado de la fusion eventual entre cepas serotipo
Ay serotipo D. Un analisis de poblaciones ambientales y clinicas de C. neoformans en América del
norte revel6 que, aproximadamente, el 75% de las cepas aisladas del ambiente son hibridos AD
[10-13]. Cepas AaDa han sido reportadas como mas virulentas que las cepas AaDa y el genotipo
hibrido AaDa. ha sido recientemente recuperado de EUA e ltalia, confirmando el apareamiento
entre sexos iguales a/a dentro de la misma especie [20, 27-28]. Se postula que las cepas serotipo

AD aisladas en el mundo tienen su origen en Africa [16].
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Cryptococcus gattii.

Este organismo infecta principalmente individuos sin defectos inmunoldgicos [29], aunque se han
reportado infecciones por C. gattii asociadas a pacientes con SIDA [30]. Se considera que C. gattii
es la causa de criptococomas y tiene una menor sensibilidad a varios agentes antiflingicos, por lo
que es necesaria una terapia prolongada en el paciente y es causa de una tasa de mortalidad alta
[1-2, 31]. Ha sido consistentemente aislado de madera en descomposicion de varias especies de
arboles, especialmente de aquellas pertenecientes al grupo Eucalyptus spp [21-22, 32-33]. Se
penso inicialmente que la distribucién geografica de C. gattii estaba limitada a regiones tropicales o
sub-tropicales del mundo; sin embargo, estudios recientes y el reporte del brote en la Isla Vancuver
han revelado una distribucion mucho mas amplia de esta especie. Se considera que las cepas VGI
(AFLP4) son las de mayor distribucién mundial. Las cepas VGII (AFLP6) predominan en regiones de
Australia y EUA, el genotipo VGIII (AFLP5) en paises ibero-americanos y en la India, mientras que
el tipo VGIV ha sido asociado con infecciones en pacientes VIH positivos encontrados en Sudafrica
y en América Central [31, 33-34].

Hasta hace poco, C. gattii habia sido poco estudiado debido a que sélo representaba al 1% de las
infecciones en los casos mundiales de criptococosis; sin embargo, el brote epidémico de
criptococosis causado por C. gattii registrado en 1999 en la Isla Vancuver (Columbia Britanica,
Canada) ha estimulado la investigacion a detalle de este organismo. En esta isla poco mas del 97%
de los aislamientos criptococales se han identificado como del tipo molecular VGII y el resto, VGI
[34]. En Columbia Britanica, entre los afios 2002 y 2006, el promedio anual de la incidencia de
criptococosis fue de 6.5 casos/millén y 27.9 casos/millon en lIsla Vancuver. Ademéas de las
infecciones humanas, la micosis ha sido diagnosticada en animales como perros, gatos, caballos y
marsopas; de hecho, los casos veterinarios han sido reportados de dos a tres veces mas
frecuentemente que los casos humanos. Esto significa que el hongo ha infectado a mas de 176
individuos y se ha diseminado de Isla Vancuver a otras regiones del noroeste del Pacifico de EUA y
Canada [31, 34].

Dentro de los aislados VGII se han identificado dos subtipos: una forma comun principal en aislados
clinicos y ambientales (VGIla/AFLP6a, hipervirulento) presente en el 87% de los casos humanos y
el 78% de los veterinarios, y un tipo raro presentado en un aislado clinico y varias muestras
ambientales (VGIIb/AFLP6Eb, virulento atenuado). El analisis de genealogia por MLST (Multi Locus
Sequence Typing) reveld que las cepas VGlla y VGIIb encontradas en Isla Vancuver presentan
genotipos similares o idénticos con otros aislados de otras partes del mundo, lo que hace dificil
asegurar y determinar un origen especifico. Las hipétesis actuales son: 1) Las especies han sido
residentes en Columbia Britanica desde hace mucho tiempo (poblacion ancestral) 6 2) Las especies
representan un genotipo particularmente virulento que pudo estar bien adaptado a condiciones

locales y ha sido introducido recientemente a Columbia Britanica [17, 31, 34].
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Después de examinar 30 alelos de cepas VGlla y VGIIb de la Isla Vancuver, se observd que
muestran 14 /oc/idénticos y se hipotetiza que los aislamientos VGlla podrian ser el resultado de un
apareamiento del mismo sexo (a/a), entre un aislamiento VGIIb y un segundo aislamiento VGII
desconocido, en transito en Australia o en el Pacifico noroeste [34]; sin embargo, se ha revelado
que desde 1986 han sido recuperados aislamientos VGlla y VGIIb en América del Sur, lo que
sugiere que, mas que haber sido el resultado de una recombinacion reciente estos genotipos han
estado presentes desde hace mucho tiempo en América [17].

Semejante a lo que ocurre en C. neoformans, en los aislados clinicos y ambientales el tipo sexual
MATa de C. gattii es predominante y a partir de muestras clinicas han sido descritos hibridos C.
gattii x C. neoformans (serotipos AB y BD), en los cuales los alelos de C. gattii provienen del tipo
molecular VGI [35-37].

Otras especies.

Ademas de C. neoformansy C. gattii, hay por lo menos otras 37 especies mas que integran al
género, las cuales se encuentran en diversos ambientes como la Antartida, los Himalayas y aguas
salobres [1]; sin embargo, ya que la mayoria de ellas no son capaces de sobrevivir en tejidos de
mamiferos, debido a la relativamente alta temperatura corporal y al sistema inmune del huésped, la
infecciébn causada por estas especies es rara [28]. Se considera que de las criptococosis no
causadas por C. neoformansy C. gattii, el 80% de ellas son debidas a C. faurentiiy C. albidus.
Aunqgue el nivel de actividad de las laccasas es menor en éstas especies, la transmision, los factores
de virulencia y la respuesta inmune del huésped, son muy parecidos a los que se muestran en

infecciones debidas por C. neoformans-C. gattii [1-2].

Criptococosis.

C. neoformans puede causar infecciones humanas seguidas a la inhalacion de pequefios propagulos
aéreos (basidiosporas o levaduras escasamente encapsuladas), encontrados en el suelo y el aire de
ciertos ambientes como habitats de aves o bosques de eucaliptos [1, 3, 21, 28]. Esto implica que,
invariablemente, el pulmén es el portal de entrada y el sitio inicial de la infeccién. C. neoformans
tiene la habilidad de sélo colonizar el tracto respiratorio del huésped inmunocompetente sin causar
enfermedad, pero también es capaz de diseminar a cualquier 6rgano del cuerpo humano, con
predileccion por el sistema nervioso central. La meningoencefalitis representa la forma mas severa
de la enfermedad en el huésped inmunocomprometido y generalmente es fatal si no es tratada [1,
3].

Seguido a la inhalacién de particulas infecciosas se forma un complejo pulmonar-linfatico. En la
mayoria de los casos no se desarrollan sintomas, lo que indica que la mayoria de las personas

inmunocompetentes eliminan o controlan la infeccién antes de que la diseminacion sistémica se
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presente. Sin embargo, la levadura puede permanecer en un estado latente, quiza dentro del
complejo nodulo-linfatico y en aquellos pacientes con alteraciones significativas en su inmunidad
como las que resultan de una administracion prolongada de corticoesteroides, enfermedades
hematoldgicas o infeccion por VIH, la diseminacién de la enfermedad es frecuente [1, 3, 38].
Cryptococcus también puede causar infeccién localizada en piel, ojos, miocardio, huesos,
articulaciones, pulmones, préstata, tracto urinario, sistema nervioso central y practicamente en
cualquier tejido [1, 3, 35-45]. Existe evidencia de que la diseminacion es debida a una reactivacion
de la enfermedad latente, asi por ejemplo, se han analizado aislamientos clinicos de Cryptococcus
gattii recuperados de pacientes nacidos en Africa que han vivido en Francia por aproximadamente
10 afios y no han tenido contacto con el ambiente africano por lo menos durante 13 afios. En estos
casos los patrones genéticos mostrados por RAPD son significativamente diferentes a los de otros
pacientes europeos, lo que sugiere que Cryptococcus puede ser adquirido mucho antes de que la
infeccion se desarrolle [38-39].

La criptococosis se presenta en mamiferos, pero la transmisién hombre-hombre o animal-hombre
no ha sido documentada. También se sabe de ejemplos raros de transmisidn iatrogénica y de
madre-hijo [2].

La presentacion clinica de la criptococosis puede ser aguda o crénica y las manifestaciones varian
dependiendo del estado de la enfermedad. Los sintomas tipicos asociados con menigoencefalitis
son: presion elevada del liquido cefalorraquideo (=250 mm H,0) la que se ha presentado en més
del 50% de pacientes con VIH asociados a meningitis criptococal y provoca dolor de cabeza, fiebre,
estado mental alterado, pérdida de la visibn, demencia e inclusive, coma [1, 3, 38-44]. En la
criptococosis pulmonar, los sintomas varian desde nddulos pulmonares asintomaticos hasta
sindrome pulmonar agudo; los sintomas mas frecuentemente reportados son: tos (58%), disnea
(46%) y fiebre (38%) [39-40].

C. neoformans y C. gattii afectan los pulmones y el sistema nervioso central; sin embargo, las
infecciones causadas por estas dos especies tienen importantes diferencias en epidemiologia,
presentacion clinica, y resultado terapéutico. Asi, por ejemplo, C. gatti invade el parénquima
cerebral mas cominmente que C. neoformansy C. gattii forma mas frecuentemente criptococomas
en pacientes con infeccion pulmonar [34, 39-40].

Desde 1981, las infecciones debidas a Cryptococcus han sido la causa mayor de morbilidad y
mortalidad en individuos con sistema inmune deprimido como consecuencia del SIDA: del 5 al 10%
de todos los individuos con linfopenia en CD4" desarrollan criptococosis fatal [1-3, 10-13, 16, 22,
41]. Aunque la prevalencia de la criptococosis en individuos infectados con VIH ha declinado debido
a la muy activa terapia antirretroviral, actualmente en el mundo la criptococosis es una de las tres
infecciones oportunistas mas comunes, al lado de la candidosis y neumocistosis (comunicacién

personal del Dr. Rubén Lépez Martinez) que amenazan la vida de los pacientes con VIH-SIDA. Esta
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enfermedad permanece epidémica en Africa y el sureste de Asia, donde mas del 30% de los
pacientes con VIH-SIDA son afectados [16]. La criptococosis ha sido reconocida en areas definidas
por VIH-SIDA como Zimbaue donde el 91% de los pacientes [16] estadn infectados con
Cryptococcus. Aunque menos comun, la criptococosis en pacientes VIH negativos también tiene
una tasa alta de mortalidad [12, 45] (Cuadro 3).

CUADRO 3. PREVALENCIA DE CRIPTOCOCOSIS EN PACIENTES VIH POSITIVOS EN VARIOS
PAISES DEL MUNDO.

AREA GEOGRAFICA ANO FRECUENCIA (%)
Estados Unidos de América [1] 1985 7.5
Paises de Africa [1] 1994 6.0-12.0
Australia [1] 1995 5.5
Francia [1] 1996 48-7.8
Reino Unido [1] 1993 4.0
México [61] 2000 10.0 - 15.0
Brasil [12] 2010 62.7
Cuba [31] 2010 29.0

Factores de virulencia

Aunque Cryptococcus neoformans /gattii son patégenos de mamiferos, el huésped humano es un
encuentro accidental y no su nicho primario. La infeccion de macrofagos y amibas por C.
neoformans /gattii es muy similar y por lo tanto, ha sido postulado que mas que factores de
virulencia elaborados en contra del huésped implican, mas bien mecanismos de defensa para sus
depredadores ambientales naturales [46]. Cualquiera de esas dos situaciones, al igual que en otros
hongos, se conoce que, son varios los procesos fisiologicos que podrian figurar como factores de
virulencia [1, 2, 28]. En C. neoformans/ gattii las caracteristicas que mas se han estudiado como
factores de virulencia son la presencia de la capsula polisacarida y la produccién de melanina [8,
47, 48]. Otros parametros que pudiesen estar relacionados con la patogenicidad de este hongo
son: la capacidad de crecimiento a 37°C, enzimas (proteinasas, fosfolipasas, ureasas), el tipo
sexual, el fenotipo “prendido o apagado”, la biosintesis de adenina, la produccién de manitol y la

presencia de myristoil-transferasas [1, 2, 49] (Cuadro 4).
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CUADRO 4. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE Cryptococcus spp RELACIONADAS CON

VIRULENCIA.

FENOTIPO

EFECTOS

Capsula de glucoronoxylomanana

Inhibe la fagocitosis, resiste la digestiéon en fagosomas, causa
disfuncion y lisis en macréfagos, inhibe la migracion de
neutrofilos, interfiere con la secrecién de opsoninas, inhibe la
proliferacion de células T, induce apoptosis en los
macrofagos y retrasa la maduracién y activacion de células
dendriticas.

Sintesis de melanina

Protege a la célula fingica del ataque del sistema inmune,
pues le confiere resistencia a compuestos oxidantes y a la
fagocitosis. Asimismo, las células se protegen contra la
caspofugina y anfotericina B.

Capacidad de crecer a 37°C

Su capacidad para crecer a temperatura fisioldgica es
determinante para el despliegue de patogenicidad.

Enzimas degradantes

Proteinasas y fosfolipasas dafian la membrana de los
fagosomas. Otras proteinasas degradan: colageno, elastina,
fibrinégeno, inmunoglobulinas y factores del complemento.
Las ureasas permiten el secuestro de las levaduras en
microcapilares durante la diseminacién hematdégena y
facilitan la transmisién sangre-cerebro.

Tipo sexual

La reproduccion entre organismos del mismo sexo, provee
una ventaja en la sobrevivencia del hongo. Aparentemente
las células MATa son més virulentas que las MATa debido a
que las primeras prefieren la invasion al sistema nervioso
central.

Fenotipo “encendido-apagado” (switching)

Le permite a la levadura “mimetizarse”, adaptarse al
ambiente del huésped y evadir el reconocimiento por parte
del sistema inmune.

Un estudio reciente demostré que C. neoformans es capaz de secretar vesiculas que contienen
varios de sus factores de virulencia, incluyendo glucoronoxylomanana —GXM-, laccasa, ureasa y
fosfolipasa B. Las vesiculas extracelulares mostraron varios tamafios y formas que incluyen cuerpos
de membrana electro-llcida y vesiculas electro-densas. Durante la criptococosis diseminada se han
podido medir niveles de productos metabdlicos criptococales, los que han sido identificados en
fluidos corporales de pacientes. Esto sugiere que esas “bolsas repartidoras de factores de
virulencia” pueden representar una via eficiente y general para “liberar” moléculas relacionadas con

patogénesis en el ambiente extracelular de C. neoformansl/ gattii [2].

Consenso Multi-Locus Sequence Typing (MLST).

Debido a la falta de referencias-cruzadas, la correlacién entre los resultados obtenidos por
diferentes métodos genotipicos de sub-tipificacion de C. neoformans /gatti ha dado como
resultado que el genotipado de este importante patégeno humano no tenga una nomenclatura

homogénea, por lo que se han asignado varios subgrupos segun la referencia de los autores.
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Reconociendo la urgente necesidad universal para estandarizar un método de tipificacion, en el afio
2007 fue formado el Grupo de Trabajo Genotyping of Cryptococcus neoformansy C. gattii, bajo el
cobijo de la International Society of Human and Animal Mycology. El grupo seleccion6é el MLST
como el método de eleccion para la tipificacion de futuras cepas, por su poder discriminatorio y
reproducibilidad entre diferentes laboratorios. El consenso del esquema MLST ha sido establecido
usando siete /oci genéticamente diferentes para genotipificar mundialmente cualquier aislado de
Cryptococcus neoformans [gattii. Estos /oci incluyen los genes estructurales (housekeeping de
capsula, laccasas, superoxido dismutasas, pirofosforilasas): CAP59, GPDI1, LACI1, PLB1, SOD1, URA5
y la regién IGS1. La informacion acerca del tipo de alelos y secuencias estan accesibles en

http://www.mist.net/ [18].

Proyecto de la secuenciacién del genoma.

La secuencia gendémica de cinco cepas de Cryptococcus (JEC21 y B3501A —C. neoformans var.
neoformans, H99 —C. neoformans var. grubi-, WM276C y R265 —ambas C. gattiF) ha sido
completada. El genoma de JEC21 (secuenciado por TIGR) comprende un total de 20 Mb de ADN y
contiene aproximadamente 6,572 genes, 10% de los cuales son exclusivos de C. neoformans. El
genoma, rico en intrones, codifica un transcriptoma abundante empalmado alternadamente (4.2%
del transcriptoma) y mensajes antisentido (53 genes) [50]. El genoma es también rico en
transposones (—~5%), varios de los cuales forman agregados en regiones centroméricas. La
presencia de estos transposones confiere una plasticidad genética y puede ser responsable de la
inestabilidad en el cariotipo y variacion fenotipica, lo cual se aprecia en el 50% de la diferencia en
la secuencia de los genomas de JEC21 y B3501A [51].

Las secuencias completas de C. neoformans 'y C. gattii permitiran la genémica comparativa con
hongos de otros phylay entre los mismos cinco genomas criptococales. Ademas, la disponibilidad
de estas secuencias ha hecho posible la construccion de microarreglos registrados y estudios de
CGH (Comparative Genome Hibridization) [52].

La CGH en combinacién con el mapeo fisico y la secuenciacion ha sido usada para estudiar la
variabilidad genémica dentro de las especies de C. neoformans y potencialmente permitir, en el
futuro, una caracterizacion detallada del genoma de cepas emergentes y clinicamente significativas.
Estos estudios proveeran informacién importante sobre los mecanismos de la microevolucién del

genoma en estos patégenos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La criptococosis humana es una infeccién micética con amplia distribucion mundial y clinicamente
severa en huéspedes inmunocomprometidos [1, 25, 30]. En el afio 2002, el anamorfo conocido
hasta entonces como Cryptococcus neoformans fue dividido en dos especies: C. neoformans
variedades grubii y neoformans (serotipos Ay D) y C. gattii (serotipos B y C). Ambas especies son
ahora reconocidas como los principales agentes etiologicos de la criptococosis [7].

En México la criptococosis es causada por ambas especies [25]. En un estudio efectuado en el
Centro Médico Nacional La Raza se encontrd que en 282 de 2,940 casos de meningoencefalitis (en
el periodo 1980-2004), la causa del padecimiento fueron hongos del género Cryptococcus [41].
Debido a que la criptococosis tiene una alta mortalidad (40% de los enfermos con SIDA mueren por
causa de Cryptococcus), diversos estudios se han dedicado a conocer mas la biologia del agente
etiolégico con objeto de desarrollar métodos eficaces para identificar a la enfermedad en sus
etapas iniciales y asi proponer recomendaciones de prevencion y terapia efectivas. Entre estos
métodos se encuentran los de sub-tipificacién, que han sido ampliamente utilizados en estudios
epidemioldgicos.

Para sub-tipificar cepas de C. neoformansy C. gattii las técnicas mas utilizadas son morfoldgicas,
bioguimicas y de analisis del ADN [10-13]. Entre estas Ultimas, se han desarrollado investigaciones
de variabilidad genética para dar respuesta a varias interrogantes epidemiolégicas. Principalmente
destacan los intentos por correlacionar los patrones genéticos de cepas ambientales con las
provenientes de pacientes para reconocer la fuente de infeccién, con la premisa de que la
enfermedad podria prevenirse y evitar muertes prematuras.

Con esta informacion, se inici6 una investigacion basica que contribuyera al conocimiento
epidemioldgico de la criptococosis en México. Por ello, la finalidad del presente trabajo es conocer

los biotipos y de manera particular, la diversidad genética de C. neoformansy C. gattii en México.
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OBJETIVOS

Principal

Identificar los biotipos de los agentes causantes de la criptococosis humana en México

Particulares

Estimar la frecuencia de los agentes causantes de criptococosis en México.

Aislar a Cryptococcus gattii a partir de fuentes naturales.

Investigar la susceptibilidad a antifingicos de aislados de Cryptococcus neoformansy C.
gatti.

Identificar los principales genotipos de Cryptococcus spp, causantes de infeccion en el
humano.

Elaborar un método que discrimine a C. gattii de C. neoformansy dentro de esta Ultima

especie, a C. neoformans var. grubii de C. neoformans var. neoformans.

HIPOTESIS

En México la criptococosis no es una enfermedad considerada como de notificacion obligatoria, por

lo cual poco interés epidemioldgico ha despertado entre las autoridades sanitarias. Actualmente

nuestro pais se encuentra en proceso de transicion epidemiol6gica, por lo que suponemos que la

criptococosis sea una micosis prevalente, cuyos agentes causales se encuentran en una diversidad

amplia de biotipos.
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MATERIALES Y METODOS

Durante todo el desarrollo de la investigacién, fueron utilizadas ocho cepas de referencia,

gentilmente donadas por el Dr. Wieland Meyer (Cuadro 5).

CUADRO 5. DESCRIPCION DE LAS CEPAS DE REFERENCIA

CLAVE DE LA CEPA ORIGEN SEROTIPO | GENOTIPO

WM 148 Australia A VNI

WM 626 Australia A VNII
WM 628 Australia AD VNIII
WM 629 Australia D VNIV
WM 179 Australia B VGl

WM 178 Australia B VGII
WM 175 E.U.A. B VGIII
WM 779 Sudéfrica C VGIV

Estimacion de la frecuencia de Cryptococcus spp aislados de casos clinicos.

Los cultivos fueron obtenidos de pacientes internados en diferentes hospitales ubicados en el
Distrito Federal (Cuadro 6), cada uno de los cuales proporcioné el producto patoldgico del paciente
(principalmente esputo y liquido cefalorraquideo) o el cultivo obtenido de la siembra de los
especimenes de los individuos diagnosticados con criptococosis.

Los expedientes clinicos de los pacientes fueron revisados para obtener algunos datos demogréficos
y clinicos: nombre, sexo, edad, ocupacién, lugar de residencia, lugar de origen, producto patoldgico

examinado y enfermedad de base.
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CUADRO 6. HOSPITALES DE DONDE PROVINIERON LOS AISLADOS CLINICOS ANALIZADOS EN
ESTE ESTUDIO

HOSPITAL No. DE AISLADOS
PROPORCIONADOS
Centro Médico Nacional “La Raza”, IMSS 114
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, SS 65
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS 14
Hospital Juarez, SS 4
Hospital Ignacio Zaragoza, ISSSTE 6
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, SS 3
Instituto Nacional de Pediatria, SS 2
Otros hospitales 3
Total 211

Identificacion morfoldgica, bioquimica y seroldgica

Las levaduras fueron identificadas inicialmente como Cryptococcus a través de un examen directo
con tinta China y observando al microscopio la presencia de capsula, la que se midi6 con una
reglilla ocular de 10 mm de longitud, dividida en 100 partes. Los productos biolégicos fueron
sembrados en agar dextrosa Sabouraud (ADS) sin cicloheximida (Actidiona®) e incubados a 30 y
37°C y se registraron los datos acerca de la presencia o ausencia de la capsula, el tamafio de la
misma en el espécimen analizado, asi como el aspecto macroscépico de la colonia, en cada aislado.
La identidad de género se confirm6 mediante la presencia de ureasas (agar urea de Christensen),
laccasas (agar Niger) [4] y auxanograma automatizado (VITEK®). Para diferenciar a las dos
especies, los aislados se analizaron mediante la resistencia a la canavanina (agar canavanina-
glicina-azul de bromotimol, CGB) [5] y asimilacion de D-prolina [6].

Los estudios de serotipificacion sélo pudieron ser efectuados en algunos cultivos, mediante la
prueba de aglutinacién de latex (Crypto Check, latron Diagnostics, Inc.).

Los aislados obtenidos fueron conservados en refrigeracion mediante resiembras subsecuentes en

ADS y congelacién a -70°C, utilizando leche descremada y glicerol al 25% como agente protector.

Aislamiento de Cryptococcus spp a partir de arboles de eucalipto.

Se muestrearon arboles de eucalipto, localizados en ocho zonas de Ciudad Universitaria (UNAM),
lugar que alberga diferentes especies de eucaliptos siendo Eucalyptus camaldulensis la especie
dominante.

Se colecté un total de 923 materiales vegetales (hojas, flores, yemas o capsulas). Durante 12

meses se llevaron a cabo cuatro muestreos, lo que permitié abarcar las temporadas de lluvias y
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secas de nuestra ciudad. Los dias en que la colecta fue hecha, se registraron los datos
climatolégicos.

Cada uno de los materiales vegetales fue cortado en pequefios fragmentos y se tritur6 en un
mortero, adicionando solucion salina con antibioticos, a partir de ese macerado se hizo una dilucion
1:100 y se sembraron 10 ml en cajas de Petri conteniendo agar Niger. Los cultivos se incubaron en
la oscuridad a 28°C hasta por dos semanas, haciendo revisiones cada dos dias.

Las colonias sugestivas de ser Cryptococcus spp fueron purificadas en agar Niger para
posteriormente hacer las pruebas morfologicas, fisiolégicas y bioquimicas correspondientes
(crecimiento a 37°C, presencia de pigmentos melanicos, produccion de ureasas, desarrollo de
capsula en agar chocolate, sensibilidad a la cicloheximida, presencia de proteasas mediante la
hidrdlisis de gelatina al 12.0%, produccién de almidén, desarrollo de tubo germinativo, presencia
de pigmentos en agar extracto de malta, produccion de seudomicelio en agar harina de maiz,
fermentacion de dextrosa, reduccién de nitratos y finalmente, asimilacién de carbohidratos y

algunos compuestos nitrogenados mediante VITEK®).

Sensibilidad a antifungicos

Fueron utilizados cinco antifingicos: Anfotericina B (Cat. A-4888, Sigma-Aldrich), fluconazol
(FLO1015, Chemical Iberica), itraconazol (BP 907 - F87029 CRS, Council of European
Pharmacopeia, Strasbourg), ketoconazol (Cat. K — 1003, Sigma-Aldrich) y caspofungina (Cansidas,
Merck). La sensibilidad se efectud en los aislados clinicos y en algunos cultivos de origen ambiental
-aislamiento de materia fecal de palomas- almacenados en la Coleccién de Hongos del Laboratorio
de Micologia Médica, UNAM. Se utilizé el método estandar de microdilucion, siguiendo las
indicaciones del documento M27-A2 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [54].

Las concentraciones finales de los antifingicos fueron de 16 - 0.03 pg/ml para anfotericina B,
itraconazol, ketoconazol y caspofungina, de 128 - 0.025 ug/ml para fluconazol.

La distribucion de los indculos, diluciones de los farmacos, los controles positivos (cepas de
referencia) y negativos (cultivos de Candida spp), fue elaborada segun los estandares
recomendados en el documento M27-A2 [54], con la siguiente modificacién: la incubacion de las
microplacas se efectud en agitacion suave (125 rpm) a 35°C, durante 48 h en atmdésfera normal.
Esta modificacién fue hecha pues se observé que las levaduras del género Cryptococcus no tienen
buen crecimiento sin agitacion, por lo que requieren de ésta para obtener un crecimiento de al
menos 0.5 unidades de densidad Gptica, en el pozo correspondiente al testigo de crecimiento [54-
56]. Los experimentos se elaboraron por duplicado.

Para la lectura de resultados, cada microplaca se pasé por el lector de placas de ELISA a una
densidad optica de 540 nm. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) fue la menor concentracion

del antifingico que inhibié completamente el crecimiento fungico. Debido a que para Cryptococcus
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spp, aun no han sido aceptados de manera formal e internacional los puntos de corte en
anfotericina B, ketoconazol y caspofungina, se tomaron en cuenta los criterios recomendados por
otros autores necesarios para considerar a una cepa resistente: valores de CMI >1 ug/mL para
ketoconazol e itraconazol; >2 ug/mL para anfotericina B; >3 pug/mL para caspofungina; y > 64

ug/mL para fluconazol [54-57].

Genotipificacion de aislados clinicos seleccionados.

Esta Ultima etapa estuvo dividida en dos partes 1) Obtencion de la “huella digital” del ADN
gendmico de los aislados, para la caracterizacién de los genotipos, y 2) Identificacion, mediante
sondas especificas, de los genotipos VNI y VNII de C. neoformans var. grubii, principal agente
causante de la criptococosis en nuestro medio.

PCR tradicional: PCR-“Huella Digital” (fingerprinting).- La extraccion del ADN, fue efectuada en 95

aislados de Cryptococcus spp (73 aislados mexicanos, 14 extranjeros y ocho cepas de referencia).
Todos los aislamientos fueron cultivados en agar Medio Definido (MgSO, 10mM, KH,PO, 29.4 mM,
glicina 13 mM, tiamina 3um, glucosa 1mM, agar 18 g, agua 1000 mL), incubandose a 25 °C
durante 72 h. Las levaduras fueron lavadas con agua desionizada y el ADN gendémico de C.
neoformans y C. gattii fue extraido con el DNeasy Plant Mini Kit® (Qiagen) siguiendo las
indicaciones recomendadas por el proveedor. Al final el ADN qued6 resuspendido en 50 pl del
buffer del proveedor y se almacen6 a -20 °C. La calidad y concentracion del ADN se observé en un
gel de agarosa al 1% en Tris-boratos-EDTA (TBE) 0.5 X, tefiido con bromuro de etidio (5 pg/ml) y
visualizado bajo luz UV.

Se estandarizaron las condiciones de la PCR para la técnica de microsatélites previamente descrita
por Meyer y cols. [10]. Las reacciones de amplificacion fueron llevadas a cabo en un volumen de
reaccion de 50 pl conteniendo 25 ng de ADN gendémico, 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 3.0 mM MgCl,, 0.2
mM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 2.5 mM acetato de magnesio, 30 pmol del
oligonucledtido core-M13 [5- GAGGGTGGCGGTTCT-3' ] (MWG-Ellotech®, U.S.A) y 2.5 U AmpliTaq
DNA Polymerase® (Applied Biosystems).

La PCR fue llevada a cabo por 35 ciclos en un termociclador PTC-100® (MJ Research) con 20 s de
desnaturalizacién a 94°C, 1 min de alineamiento a 50°C y 20s de extension a 72°C, seguida de un
ciclo de extension final de 6 min a 72°C [10]. Todas las amplificaciones fueron elaboradas por
triplicado.

Los productos amplificados fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TBE
0.5 X a 72 V por 4 h y tefiido con bromuro de etidio (5 pg/ml), visualizandose bajo luz UV en
transiluminador y fotografiados utilizando el programa GelDoc-1000® (BioRad).

Las imagenes digitales de los geles mostraron los patrones de PCR fingerprinting obtenidos, los

cuales fueron analizados con el software GelCompar I®, versién 4.0 (Applied Maths, Kortrijk,
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Belgium). La construccion de la matriz de similitud se basé en la asociacién de bandas y se calcul6
mediante los coeficientes de Jaccard (1.0% de tolerancia). Para la construccion del dendograma
fue utilizado el algoritmo UPGMA como método de agrupamiento a partir de la base de datos,
programa incluido en el software mencionado.

PCR-Tiempo Real: Sondas FRET (fluorescence resonance enerqy transfer).- La técnica FRET se

caracteriza por su especificidad y sensibilidad. Por ser una técnica novedosa, no utilizada hasta este
momento en Cryptococcus como modelo, fue escogida por su accesibilidad en ejecucion [58-60].
Para el ensayo de PCR, se escogié una region del gen que codifica a lacassa como secuencia
blanco, para el ensayo de la PCR. Las sondas FRET fueron disefiadas a partir del alineamiento de
secuencias multiples, reportadas para laccasa a partir del GenBank (Cuadro 7). Se propusieron tres
sondas, cada una de ellas ajustada a las dos variedades de C. neoformansy una tercera para C.
gattii ; sin embargo, la Unica sonda experimentada fue la correspondiente a Cryptococcus
neoformans var. grubif, genotipos VNI y VNII.

Los oligonucledtidos para amplificar e identificar la secuencia parcial escogida tuvieron las
siguientes secuencias: 5-TTT CAT GGA CGG TGT CCC TGG TAT-3'(en sentido) y 5-AAT GAG CTT
CCA GGC GGA ATA GGA-3' (en contrasentido) y la sonda FRET para hibridar: 5'-/56-FAM/TCC TTA
GGA ACC ACA GGA ATC GGT CA/3BHQ_1/-3'.

Para probar el disefio de las sondas se obtuvo el ADN de cada una de las ocho cepas de referencia
(VNI, VNII, VNIII, VNIV, VGI, VGII, VGIII y VGIV), en las cuales se efectuaron los estudios
rutinarios de morfologia colonial, pruebas bioquimicas y serologia. Posterior al crecimiento de las
levaduras en el agar medio definido, durante 28 h a 28°C, el ADN de todos los cultivos fue extraido

con el reactivo PrepMan® siguiendo las instrucciones del proveedor.

CUADRO 7. ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS PARA EL DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS
Y SONDAS FRET DISCRIMINATORIAS ENTRE LOS TRES AGENTES CAUSANTES DE
CRIPTOCOCOSIS

ACTCAGGTAAGAA TCC CTA GAA ACC AGA GGA ATT GGT CT  TAAGTGATAAATIGGTTAGTGTC Neofbrmang
ACACAGGTAAGAA TCC TiA GGA ACC ACA GGA ATC GGT CA  ACTTATAAACTGCATAGTGTC Grubif
ACCCAGGTGAAAA TCC TCA GAA ACG ATA ACA ATA GGT CA  TAACTGATCAGTTGATCAGTGTC Gatfi

TCC TrA GGA ACC ACA GGA ATC GGT CA ——Prohe Grubii
CGGCATTTGGGG CCC GIC AGT TCT CCT GAC TIC TAT AGC AACTTATCAGAGCTG Neoformang
CGGCATTTGGGG CCC GTIG AGT TIT CGCT GAG TIT TGA TAA CAAGTTATCACAGCTG Grubii
CGGCCTTTGGGG  ACC GTIG AGT TIT CCT TAT TIT TCA TAG CAAGTCGTCACAGCTG Gatlif

—— CCC GIC AGT TCT CCT GAC TIC TAT AGC A—Prohe Neoformans

CTCAGGTAAGAA TCC GTA GAA ACGC ACA GGA ATT GGT CTTAACTGATAAAT Neoformang
CACAGGTAAGAA TCC TTA GGA ACG ACA GGA ATC GGT CAACTTATAAAC Grubii
CCCAGGTGAAAA TCC TCA GGA ACG ATA ACA ATA GGC CATAACTGATCAGT Gatlif

TCC TCA GGA ACG ATA ACA ATA GGC CA— ProbeGaftif
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Los ensayos de la PCR se efectuaron mediante el uso de Taq Man MasterMix (Applied Biosystems)
el cual consiste de 25 pl de volumen de reaccién, Taq Man MasterMix® (dNTP”s, buffer, MgCl,,
Tag-polimerasa), oligonucleétidos (20 ng), sonda fluorescente (10 ng) y ADN (200 ng) de cada una
de las ocho cepas de referencia a utilizar.

La identificacion por la amplificacion de la PCR en tiempo real fue llevada a cabo en el equipo
ABI7500 y los parametros de los ciclos: 95°C por 10 mins seguido de 40 ciclos: desnaturalizacién
90°C por 15 s, alineamiento 50°C por 15 s, extension 72°C por 1 min, terminando con 72°C por 10
mins.

Los ensayos se repitieron por triplicado y posterior a la amplificacion se llevo a cabo el analisis de
las curvas “mezcladas” obtenidas. La exploracion de la especificidad se basé en: 1) la blisqueda de
las secuencias de los oligos y la sondas en BLAST y 2) la no amplificacion en aislados de referencia

diferentes a C. neoformans var. grubii.



RESULTADOS

Identificacion y frecuencia de especies.

Se recopilé un total de 211 aislados de Cryptococcus spp. La identificacibn mediante técnicas

bioquimicas demostré el predominio de C. neoformans (Cuadro 8).

CUADRO 8. FRECUENCIA DE ESPECIES OBTENIDAS A PARTIR DE AISLAMIENTOS CLINICOS.

AGENTE ETIOLOGICO No. DE AISLAMIENTOS (%)
Cryptococcus neoformans 183 (86.73)
C. gattii 22 (10.42)
C. albidus 2 (0.94)
C. uniguttulatus 1 (0.50)
Cryptococcus spp. 3(0.42)
Total 211 (100.0)

El 76% de los aislados present6 capsulas con diametros mayores a 4 um y la forma macroscopica
correspondié a colonias de aspecto mucoide, liso, brillante, de crecimiento ilimitado deslizandose
por el medio (morfologia clasica), el resto correspondié a colonias de tipo seco. Los dos tipos de
colonias, las mucoides y las secas, fueron identificadas tanto en C. neoformans como en C. gatti.
De los 18 aislados serotipificados, nueve correspondieron al serotipo A, siete al serotipo B, uno al C
y uno al D, este ultimo referido mediante las pruebas bioquimicas como C. gatti.

El 92.5% de las cepas se aislé a partir de liquido cefalorraquideo; las restantes provinieron de
médula dsea, sangre, ganglio, esputo, lavado broncoalveolar y biopsia de higado. Se encontré que
la micosis predomina en el sexo masculino (87.3%) y en personas entre la tercera (33.8%) y cuarta

(37.5%) décadas de la vida. El SIDA se describié como el principal factor de oportunismo.

Aislamiento a partir de Eucalyptus spp.
Los hongos aislados fueron tipificados morfolégica y bioquimicamente. Se identific6 un total de
4,179 colonias (Cuadro 9), dentro de las cuales sélo siete correspondieron a Cryptococus albidus. A

diferencia de otros autores, no se obtuvo aislamiento de C. neoformansy C. gattii (Fig. 4).
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CUADRO 9. FRECUENCIA DE GENEROS FUNGICOS EN 4,179 COLONIAS OBTENIDAS DE

Eucalyptus spp
Géneros Numgro de Géneros NUmgro de
Colonias (%) Colonias (%)
Scopulariopsis 1(0.1) Sporobolomyces 191 (4.6)
Cryptococcus 7 (0.1) Aspergillus 191 (4.6)
Fusarium 10 (0.2) Alternaria 232 (5.6)
Monilia 15 (0.4) Penicillium 318 (7.7)
Micelia sterilia 34 (0.8) Trichosporon 358 (8.6)
Cladosporium 76 (1.8) Exophiala 394 (9.4)
Zygosporum 79 (1.9) Epiccocum 407 (9.7)
Tricladium 110 (2.7) Aureobasidium 407 (9.7)
Mucorales 120 (2.9) Candida 551 (13.1)
Rhodotorula 121 (2.9) Saccharomyces 557 (13.3)

Sensibilidad a los antifdngicos.
La respuesta de sensibilidad y resistencia fue similar en todos los aislados de Cryptococcus. fueron
susceptibles al ketoconazol, itraconazol, fluconazol y anfotericina B (valores de CMI entre 0.03-0.5

pg/ml); mientras que para la caspofungina todos fueron resistentes (CMI de 6-32 ug/ml).

Huella digital por PCR.

Los patrones de la amplificacion aleatoria con el iniciador ‘core’ M13 de 73 aislados mexicanos (65
C. neoformansy ocho C. gatti)) y 14 extranjeros, fueron comparados con aguellos obtenidos con las
cepas de referencia. La correlacién de los genotipos fue asignada por la posicion de las bandas
principales mostradas en las cepas de referencia utilizadas (Fig. 5) por lo que la presencia de esas
mismas bandas (mismo patrén) en el ADN de los aislados experimentales determiné la asignacién
del genotipo.

Los ocho patrones genotipicos, formalmente designados en la literatura de VNI a VNIV y de VGI a

VGIV fueron identificados en los 73 aislados mexicanos (Figs. 6 y 7).
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Cryptococcus albidus AISLADO DE Eucalyptus spp EN AGAR NIGER. A) COLONIAS DE
COLOR ROSADO CLARO, BRILLANTES Y MUCOIDES. B) LEVADURAS REDONDAS O
ALARGADAS CON CAPSULAS CHICA Y GRANDE.
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GENOTIPOS DE LAS OCHO CEPAS DE REFERENCIA. LINEAS 1 Y 10: MARCADOR DE
PESO MOLECULAR IV (100 KB), LINEA 2: VNI (WM 148 SEROTIPO A), LINEA 3: VGIII
(WM 175 SEROTIPO B), LINEA 4: VGII (WM 178 SEROTIPO B), LINEA 5: VGI (WM 179
SEROTIPO B), LINEA 6: VNIl (WM 626 SEROTIPO A), LINEA 7: VNIII (WM 628
SEROTIPO AD), LINEA 8: VNIV (WM 629 SEROTIPO D), LINEA 9: VGIV (WM 779
SEROTIPO C)
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PATRONES DE LOS GENOTIPOS EN AISLADOS MEXICANOS DE Cryptococcus spp.
LINEAS 1 Y 16: MARCADOR DE PESO MOLECULAR (100 PB), LINEAS 2 Y 15:
CONTROL NEGATIVO, LINEA 3: VNI, LINEA 4: VNI, LINEA 5: VNI, LINEA 6: VNII,
LINEA 7: VNI, LINEA 8: VGII, LINEA 9: VGII, LINEA 10: VNI, LINEA 11: VGIII, LINEA

12: VNI, LINEA 13: VGII Y LINEA 14: VGIV.
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PATRONES DE LOS GENOTIPOS EN AISLADOS MEXICANOS DE Cryptococcus spp.
LINEAS 1 Y 18: MARCADOR DE PESO MOLECULAR (100 PB), LINEA 2: VNIII, LINEA 3:
VGI, LINEA 4: VNI, LINEA 5: VNI, LINEA 6: VNI, LINEA 7: VNII, LINEA 8: VNI, LINEA
9: VGII, LINEA 10: VGI, LINEA 11: VGII, LINEA 12: VGIII, LINEA 13: VNI, LINEA 14:

VNI, LINEA 15: VNI, LINEA 16: VNI1 Y LINEA 17: VNI
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El cuadro 10, muestra la distribucion de los grupos genotipicos encontrados en las cepas mexicanas

y extranjeras analizadas.

CUADRO 10.  FRECUENCIA DE LOS GRUPOS GENOTIPICOS IDENTIFICADOS EN LOS AISLADOS

ESTUDIADOS.

—

— = = = — = = = =

z =4 =4 zZ o O O G) O

> S > > > > > > [
México 56 5 3 1 2 2 2 2 73
Espafia 4 1 5
Colombia 2 1 1 4
EUA 1 1
Australia 2 2 4

TOTAL 62 6 3 2 2 5 3 4 87

Entre los ocho pacientes infectados con C. gattii, coincidentemente los aislados se distribuyeron de
manera equitativa entre los cuatro genotipos: dos VGI, dos VGII, dos VGIII y dos VGIV. Seis de
estos pacientes fueron considerados inmunocompetentes, dos refirieron enfermedades de base
(uno, VGII, con insuficiencia hepatica y otro, VGIV, con adenoma de la hipdfisis),
consecuentemente no se muestra asociacion especifica entre el genotipo y la condicion clinica del
paciente. Ninguno de esos pacientes se asocio a SIDA (cuadro 11).

A excepcion de un caso, las técnicas de CGB y asimilacion de la D-prolina, utilizadas para la
diferenciacion entre especies, correlacionaron con los genotipos generales: VN 6 VG, y de los 18
aislados serotipificados el genotipo correlacion6 positivamente con el serotipo referido para cada
uno de ellos.

Los siete aislados identificados como serotipo B se distribuyeron entre los cuatro genotipos VG vy el
aislado serotipo C correspondid a VGIV (cuadro 11).

De los aislados mexicanos, la técnica permiti6 distinguir entre los serotipos A, D y AD de C.
neoformans, sin embargo, y aun cuando ha sido referido que el genotipo VGIV corresponde al
serotipo C [11], en nuestro caso en ese genotipo también estuvo integrado una cepa serotipo B, es
decir, la técnica no permitio discriminar entre los serotipos By C de C. gattii (cuadro 11).

Para los 14 aislados extranjeros incluidos en el analisis se encontré la siguiente distribucion: VNI y
VNII para los espafioles, VNI, VGII y VGIII para los pertenecientes a Colombia, VGII y VGIV para
los australianos y VNIV para el de EUA (cuadro 11).
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La distribuciéon de los grupos de genotipos en el dendograma muestra que no hay discriminacion
por area geografica (Fig. 8)

Al comparar los resultados de este trabajo con lo reportado por Meyer y cols. [10], observamos que
las distribuciones para los genotipos VN tienen la misma jerarquia; sin embargo, las diferencias son
evidentes en el grupo VG y se encuentran sobretodo en las frecuencias estimadas para el genotipo
VGIII. Las diferencias observadas podrian explicarse tomando en cuenta el hospital o tipo de
servicio a partir de donde fueron obtenidos cada uno de los aislados. En nuestro caso conocemos
cual es el hospital de procedencia, pero desconocemos el servicio al que pertenecian. Otro hallazgo
contrastante en nuestro estudio es la notificacion de un mayor numero de genotipos que lo

reportado previamente (cuadro 12).

Identificacion mediante sondas FRET.

Las dos cepas de referencia C. neoformans var. grubii (serotipo A, genotipos VNI y VNII) fueron
correctamente identificadas con la sonda FRET disefiada; sin embargo, la identificacion de las seis
cepas de referencia restantes fall6 en un 50%. En total, en cinco de las ocho cepas de referencia
analizadas, los resultados fueron los esperados (Cuadro 13).

Las sondas FRET aplicadas no mostraron una buena correlacién con la técnica de PCR tradicional

(PCR-"huella digital™), por lo que sera necesario corregir el disefio del ensayo.
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CUADRO 11. RESUMEN DE LA ASOCIACION DE LOS GENOTIPOS IDENTIFICADOS CON LAS VARIABLES ANALIZADAS.
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CUADRO 12. COMPARACION DE LOS GENOTIPOS DE CEPAS DE Cryptococcus spp
MEXICANAS, EN DOS ESTUDIOS DIFERENTES.
GENOTIPO Meyer y cols., 2003 | Este trabajo

VNI 25 56

VNII 1 5

VNIII 1 3

VNIV 0 1

VGI 3 2

VGII 0 2

VGIII 13 2

VGIV 3 2

Total de cepas estudiadas 46 73
CUADRO 13. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE Cryptococcus spp., MEDIANTE LA
SONDA FRET DISENADA PARA C. neoformans var. grubii.
AGAR .
AMPLIFICACION
CEPA NIGER | AGAR CGB ¥ D- SEROTIPO | GENOTIPO POR SONDA RESULTADO
Y PROLINA FRET
UREA

WM148 + grubii/neoformans A VNI positiva correcto
WM175 + gattii B VGIII negativa correcto
WM178 + gattii B VGII negativa correcto
WM179 + gattii B VGI positiva incorrecto
WM626 + grubii/neoformans A VNII positiva correcto
WM628 + grubii/neoformans D VNIII positiva incorecto
WM629 + grubii/neoformans AD VNIV positiva correcto
WM779 + gattii C VGIV positiva incorrecto
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DISCUSION

El estudio de frecuencia de Cryptococcus spp en aislados clinicos reportd la presencia de C.
albidusy C. uniguttulatus. La incidencia de estos hongos revela el evidente deterioro del sistema
inmune del paciente, ya que esas especies son consideradas inocuas para el hombre y otros
animales. Por supuesto con las técnicas a nuestro alcance, aun resta por confirmar por métodos
genotipicos la identidad de esos aislados

Con los resultados obtenidos hemos observado que en México, al igual que en otros paises, la
meningoencefalitis es la forma clinica mas comdn con la que se presenta la criptococosis; sin
embargo, los datos registrados de la enfermedad y de los agentes etioldgicos en los hospitales o
centros de salud en México son muy escasos, caracteristica que es compartida con la mayor
parte de paises latinoamericanos [61].

En el estudio de aislamiento a partir de arboles de eucalipto fue evidente el dominio de las
levaduras (Candida 13.1 % y Trichosporon 8.6 %) sobre los hongos filamentosos (Penicillium 7.7
%, Alternaria 5.6 %, Aspergillus 4.6 %); sin embargo C. albidus, a diferencia de otros estudios,
fue hallado en una frecuencia muy baja lo que sugiere que el crecimiento de esta especie de
levadura se ve inhibido por el desarrollo de otros hongos que compiten por el mismo substrato
[46]. En ninguno de los arboles analizados se aisl6 C. neoformans o C. gattii, posiblemente
porque el campus Ciudad Universitaria, a pesar de contar con reservas ecoldgicas, es una zona
altamente perturbada debido a las modificaciones urbanas del lugar. Habra que continuar con la
basqueda de la fuente ambiental natural de C. gatti debido a que el reporte de casos de
criptococosis causados por esta especie aun continda en nuestra ciudad.

Varios de los géneros fangicos identificados en los materiales vegetales de eucalipto son
considerados como causantes de alergia en el humano, especialmente Cryptococcus albidus que
ha sido reportado como causante de la neumonitis alérgica del verano. Debido al tipo de
micobiota aislada, se ha visto que el papel de los eucaliptos es, que actian mas como una fuente
importante de alérgenos, que como reservorios de C. gattiio C. neoformans [62].

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad de 87 aislados (73 mexicanos y 14 extranjeros)
a los cinco antifingicos probados son consistentes con lo referido previamente: no mostraron
discrepancia comparados con estudios similares llevados a cabo aun con otro tipo de aislados
[12-13, 57]. La importancia de este analisis radica en que es pionero en México adaptandose las
condiciones del método para Cryptococcus spp. Las modificaciones propuestas podrian ser
consideradas para estandarizar las CMI en las levaduras no fermentadoras del género
Cryptococcus, contribuyendo asi a la elaboracién de una version mas avanzada del documento
M27-A2 [54].
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La técnica desarrollada de huella digital-PCR mostr6 que en México la distribucion de los
genotipos soélo se encuentra relacionada con las especies, variedades de especie de la levadura,
serotipo de la levadura y presencia o ausencia de SIDA en el paciente. Datos como sexo, edad y
origen del paciente, sitio corporal de donde fue aislada la levadura, asi como las formas y
susceptibilidad antifungica son parametros que no mostraron asaciacién con la frecuencia y la
distribucién de los genotipos.

En el presente estudio se muestra que la mayor parte de los casos de criptococosis en nuestro
pais se da en pacientes con SIDA, los cuales estdn mas predispuestos a la infeccion por cepas
con genotipos VNI y VNIl (C. neoformans var. grubii). Estos resultados que coinciden con los
registrados en otros lugares del mundo [63].

Hubo reciprocidad entre los resultados de las pruebas bioquimicas, el analisis seroldgico y los
patrones genotipicos. Estos datos nos indican que, de manera general, el nivel de confiabilidad es
alto en las pruebas rutinarias para identificar a los aislados de Cryptococcus, por lo que en el
caso de no tener al alcance la infraestructura que permita el analisis a nivel molecular seria
necesario promover en los laboratorios el uso de las técnicas de biotipificaciéon tradicionales.

El hallazgo de una cepa genotipo VNIV con serotipo D pero bioquimicamente identificada como C.
gattii, demuestra que en México tenemos aislados de C. neoformans resistentes a la canavanina
y capaces de asimilar D-prolina, tal y como ha sido documentado en otros lugares [35-37]. Este
dato confiere una categoria epidemiolégica especial debido a la existencia altamente probable de
un representante hibrido inter-especie. Sera necesario implementar otras técnicas de tipificacion
molecular y quiza el uso de la citometria de flujo para corroborar esta hipétesis.

Debido a que no en todas las cepas mexicanas y extranjeras pudo obtenerse el dato preciso de
origen geografico del paciente o sus actividades migratorias, no podemos conocer si los
genotipos encontrados vienen de regiones cercanas con condiciones ambientales similares, y de
esta manera explicar la presencia de genotipos en México que no habian sido descritos
anteriormente. El Distrito Federal y el Estado de México son regiones que, segun la clasificacién
de Strahler, son consideradas zonas de clima templado, semifrio, semiseco y célido (coincide con
la clasificacion de Kopper con BWh y Bhs), ambas zonas con 13°C como promedio anual de
temperatura [64]. El hallazgo de C. gattii en este tipo de areas confirma que su distribucion no
esta limitada sélo a climas tropicales como tradicionalmente se habia considerado. De manera
general encontramos que en México la distribucion de los genotipos VN y VG obtenidas no
depende directamente del lugar geografico.

Todos los genotipos formalmente descritos en la literatura fueron encontrados en los aislados
mexicanos analizados. Epidemiolégicamente el hecho es relevante pues ahora conocemos que la
distribucién mundial de los genotipos tiene una extensién territorial mucho mas amplia de lo que

se habia pensado. El genotipo VNIV (serotipo D) préacticamente se habia considerado como
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“endémico” de paises europeos, pero los andlisis moleculares han demostrado la presencia de
este genotipo en Australia, Nueva Zelanda, Colombia y Chile, por lo que ahora no resulta
extraordinario encontrarlo en nuestro pais.

Otro hallazgo interesante es la observacion del genotipo VGII, reportado previamente en Malasia,
Canada, Brasil y Colombia. Brasil, Colombia y ahora México, son los Unicos lugares en
Latinoamérica en donde la criptococosis esta representada con trabajos de epidemiologia
molecular, que han permitido conocer la amplia variabilidad genética que tienen las respectivas
cepas de Cryptococcus. Evolutivamente este resultado cobra importancia ya que C. gattii
genotipo VGII es una levadura con una distribucién mundial limitada, por lo que sera interesante
conocer los posteriores analisis filogenéticos que esclarezcan el parentesco que existe entre las
cepas mexicanas y las de otros paises.

La posicién geogréafica de México favorece la presencia de gran diversidad ecolégica que a su vez
permite el establecimiento de multiples tipos de habitats (desierto, bosque, selva, etc.). Con tales
caracteristicas ambientales, no es raro que todos los genotipos que han sido descritos para
diferentes zonas en el mundo se identifiquen en nuestro pais. Queda por investigar la frecuencia
de genotipos en aislados provenientes del ambiente y correlacionarla con la informacién que se
obtenga a partir de especimenes patolégicos.

El genotipo obtenido de los aislados extranjeros analizados nos permitié observar que la variacion
genética respecto a lo hallado en México tiene una distribucion global homogénea, lo cual
evidencia la clonalidad que existe entre los aislados pertenecientes a C. neoformans var. grubii, a
diferencia de lo mostrado por los genotipos de C. gattii.

La técnica FRET fue escogida por su accesibilidad en ejecucién pero, desafortunadamente en
nuestro caso, con la informacion génica que teniamos a la mano, el método no alcanzo la
especificidad deseada. En nuestro analisis los resultados comparativos entre pruebas bioquimicas,
serotipos y genotipos vs. sondas FRET s6lo mostraron una correlacion positiva en el 56% del
muestreo. Es necesario corregir el disefio del ensayo mediante alguna de las siguientes
propuestas: 1) Revisar y re-evaluar las secuencias escogidas para la elaboracion de las sondas;
2) Revisar la proporcion y el tipo de fluoréforo usado y 3) Estandarizar nuevamente los
gradientes de temperatura y las mezclas de reactivos para la amplificacion. Con los resultados
obtenidos consideramos que el desarrollo de la técnica, con las modificaciones pertinentes del
disefio de las sondas, tiene altas probabilidades de resultar innovadora y util en la identificacién

rapida y sencilla de las especies de Cryptococcus.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido concluir que:

* La investigacion efectuada arrojé que afio con afio se siguen diagnosticando casos de
criptococosis en México, por lo que se ha demostrado que es una infeccién prevalente en

nuestro pais y no es esporadica como tradicionalmente se ha considerado.

= Se comprobd que en México, los arboles del género Eucalyptus spp, no fungen como

huéspedes o reservorios naturales de la levadura Cryptococcus gattir.

»= Los antimicéticos empleados demostraron que la tasa de resistencia de Cryptococcus spp
ante ellos es baja, por lo que afortunadamente el disefio de un programa de resistencia
antifingica para el tratamiento de la criptococosis, aln no es necesario en nuestro

medio.

= En México se presentan los ocho genotipos reportados para el complejo C. neoformans /
C. gatti (VNI, VNII, VNIII, VNIV, VGI, VGII, VGIII y VGIV) lo que nos coloca como un
pais epidemiolégicamente importante en cuanto a la frecuencia y distribucion de los
agentes etiolégicos de esta grave infeccidn, en personas con sistemas inmunoldgicos
debilitados.

= Al igual que en el resto del mundo, en México Cryptococcus neoformans var. grubii

(genotipos VNI y VNII) es el principal agente etiol6gico de la criptococosis.

= Desafortunadamente la complejidad del genoma del complejo C. neoformans / C. gatti,
no pudo ser discriminada mediante las sondas FRET propuestas, por lo que sera

necesario evaluar otros métodos especificos de identificacion molecular.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

= Se ha dado a conocer un panorama general de la frecuencia y la distribucion de la
criptococosis en México, asi como la de los feno y genotipos de C. neoformansy C. gatti,
datos que sirven de plataforma para continuar con la blsqueda y descripcién de los
habitats de las especies de Cryptococcus y por consiguiente las fuentes de infeccion

potenciales de esta levadura.

= Se generaron ocho patrones de ‘huella digital’ por PCR bajo condiciones estandarizadas
en cepas mexicanas de C. neoformansy C. gattii. Debido a que cada patron corresponde
a un genotipo, podran ser usados como referencia y controles internos en estudios

futuros de aislados criptococales, en técnicas de tipo molecular.

= Debido a que la morbilidad y mortalidad por criptococosis permanecen altas, un desafio
critico es transladar nuestro avance en el conocimiento biolégico de este organismo
(progresos en genomica, proteémica y metaboldémica) para obtener mejoramientos reales
de terapia antifingica y quizd vacunas preventivas, objetivos principales del grupo
consenso MLST en el cual México puede comenzar su participacion gracias al desarrollo

de los estudios de genotipificacion alcanzados al momento.
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ABSTEALCT. Crypiococcosis frequency is increazimp in Mexico. Few epidemislogic azd clinical sarvey:
exint even thengh 10-15% of paiients with AIDS develop thiz mycesiz. Te Imew the sitmation abeut the
prevalence amd edological apenrs of crypiococcosis in owr couniry, 3 stedy incloding izolated Crypirceaccur
spp. siraims foek place from 198% to Angust 1#93. A fotal of 211 Cryprececes spp. sirains ebitsized from
patiemiz of diverse bozpital cemters in Mexice City were simdied. Thiz sindy dezcribes crypiocodcosis spide-
mielozical dats, im our conmiry. €. megformans was the dominant iselaton (#7.15%), followed by two .
mibigas selwtions and ome £ endguiteleres isolation. 92.5% of the siraims was isolated from cerebral spimal
fluid amd the remainisg were from bone marrow, bleod, pamglion, spuinm, bronchial lyvage and Liver hi-
opsy. AIDS was the principal sppormniztc factor (33% ). Stram: were found prevails im males (87.3%). It
was fonnd that the spe gromps where the disease appears mest frequenidy are in the fonril (37.5%) and
third (33 8% ) decade of life. Finally, the isolstion frequency of the . reoformons var. reafermans (m) and
var. garerd {vg) obinined im thiz simdy fo 56.7% and vg 10.4%) was compared with the omes regiztersd in
Arprmdea {rr 97.5%, vy 2.4%); Bradl fm 85.3%, vp L5.0%) Caba (m 87.6%, vy L4%); Parsruay im0
%, ve 100.0% ) Peerte Rice (va 100.0%, vz (%) and Veneznela (ve 66.7%, vg 29.6% ).

Eey words: Cryproceccur, Epidemiolory.

EESUMEN, Lia criptococosis extd incrememtands su frecusmcia en Memico. Pecos estudios epidemiolepices
¥ chimico: existen ate cuands entre el 10-15% de los pacientes con SIDA, dezarrollas ests micesis. Pars co-
mocer la prevalencia v los agentes etolégico: de la criptococosis e pwesire pais, se efecmud nn exmdie guoe
inclaye cepas de Crpiococens spp. aicladas desde 1959 basta agesio de 1998, Un dotal de 211 cepas de
Crypéacoccus spp. obtenidas de pacientes atemdidos en diverzos centros hespitalarios ubicades en la Cin-
dad de Mexice faeren esmdisdas. © nesfermans foe ol spente dominamee ($7_15%), seguido de O albidus
¥ C. andpminlarns., El #2.5% de las cepas se aislarom 8 partir de bguide cefalormaguider v las restamces
previnieron de méduls é3ea, zangre, sanslic, espute, lavade brencoalveslar v biopsia de higade. El SIDA
1¢ describié como el principal facter de epermeizmoe. 5S¢ emconird que la enfermedad predoming en &l 1exo
mazcoling {§7.3% ) v en persomas emtre la tercers (33.8%) v cmaris (37.5%) décadas de I vids. Fimalme n-
te, la frecuendia de aishimiente de O aegfermans var. aesfermans () ¥ var. posidd (vg) obtemida (va 36.7%
¥ vg 1h4d%), foe comparada cen la reporinds em: Arpencms m 97.6%, w 2.4%); Brasil = 83 3%, vp
15.8%); Cuba (ve 87.6%, vp 24%); Paragnay (v 0%, ve L00.0%); Poerto Bice (va 100.0%, v 0%) 7 Ve-
mezmela {vm 667 %%, vg 106%).

Palabras clave: Crypococens, Epidemiolesia

INTRODUCCION

Cryptococcosis is a systemic diseass cansed by Crppeo-
COCCUS R aformans nnrl!:l:u.'ln-ﬂ.'_rna:t: other (Cryproceccns
species like O albrdus'™" ¥ O, lopremit!” ame oddly patho-
ganic in humans. The increasing incidence of oypiococco-
sis is camsed by the mmume-commiteeat of T colls and
AME" There are ssveral works that have published data
ruferring to the prevalencs of the oypioroncoais maimly in

U.SA, Australia, Tapaz and diverse Ewropsan countries;™
meverthaless, with the exception of Brasl, few reports have
pressated the diveae conditon i Latin Arserica. The pre-
seat stady was carded out mceapectively to detemmuing the
identification. and the prevalence of the specis and vare-
tins of Crypeococcur in isolstes of patients from di e
bospital cemters of Mexico City.

Also, the date regivtered in this one and other Mewican
srveys '™ wem compared with the statistics poblished
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Takle 1. Hospitals Srom which Cryplocscons spp. Soains
ware obtaized.

Incidencs of Crypracoccs necformaes

Taklas 2. Frecuancy of Crypiococons species and varites
isclatud from pxexican patients with cTyptococcosis.

Eticlogical Agazt suf;'sun:{ﬁ)
Cryprecocons neaformans van. meaformeny | 183 (BE.T3)
Cryphococous meciormars var. g 2 (10.42)
Cripiecascur afbuee Ijond
Cryprococoss wguinnkaes 1 (0.50)
Cryplocsco s Sp. Ip4z)
Taotal 201 {100.0d0)

Hospiml HNo. of strain
Camiro Madico Nacional La Rara, TMSS 114
Instituin '."Ta.u:i.-:-n_al.d.-i!'-[mh:-l.-:gl.a ¥ &5
Meomrocimagta, 35
Ceatra Madize Nazinnal Sigls 3001, IMEE 14
Hospital Toaree, 55 4
Hospital Ignacio Zaragoza, ISESTE 3
Institeie: Nil.'.il:!l:l.ﬂ] |h Enfermedades 3
Easpimatorias, 55
Instimio Macional de Pediziria, 55 2
Other Hospitals 3
Total 1

m A ti.l:l.ﬂ..}:' EH.EiJ"!' L R i B W e ':I.I.l:ﬂ..""” Pamy-
guay,”™ Posrto Rico'™ and Venseuala™ with the purpose of
appraising the incidence of the cyptococcosts etbalogical
agants i these Latn American comnimies.

MATFRIALS AND MFEFTHODS

Crypdococcus sp. wiTains weee provided by diverss bos-
pital cembars located in Mexico City (Table 1). Each coe of
the cbfained srain: wore idextified by meazs of 2 routdne's
sbological diagnosis examimations: examimetion im fresh
with India izk, a cultere media of agar dextrose Sabowrzad
at 30 a=nd 37 "C, mease teit, phezoloxidase test, cazhon
auxancgram by VITEE systez and a culture peedia of ghy-
cime-canavaning-bromothymel blzs.

Oaly some sTain: ware identified by the serotyps o
which they belenged and this was confirmed by the Pastear
Instimre of Pars, France.

Cnly somze patieats from whem the teolated wrare ch-
tained, the following spidemiological data weze registered:
name, gemder. age, cccupaton, place of residence, origim
place, pathological product ebfaimed azd nodeclying dis-

EESULTS

A tomal of 211 Cryptococons stmains were stedied. It
was found that . neaformaes @i the domizant iselaton
(97.15%)L followed by taro (. aibrdur and, ons (O snrgus
tulmiur, three Crypiococcws spectes could not be deber
mzingd (Takls X). In spife of its low frequency, the finding

b

of speciss differsot from . meaformans, epidemmiol ogical by
calls the abemtion, since diverse sxisting works'™"" ruport
the isclation of . albidus or . lawrems a5 agsnts who, In
an relevant way, athampt agzinst the bfe of patents.

Eagarding to sizains partainizmg to waz. meciormeans
only thres serotypes conld be identified (foo semfype A
azd coe serctype DY) concerming te var. garm, czly cos
simain was serofype C. the others turned cwt seotyps B.
The presance of serotypes C and IV is surprising, since a
Ereat majonity of werofype C cases come from the south of
Cabformia (U.5.A) 2=d the ssretyps I is predomizast in
the Exropean contineat'®

Eagarding to pathelogical prodects froos which straing
wee isclated: 1BE were iiclated Som cezebmal spinal finid
(C5F)L seven from bome mamow, four from bleod, ome
from gangliom, cze fom spamm, cae fom bronchial v
aze and one from a liver hiopsy (Tabla 3). In three patents,
. meaformans was Liolated fome taro different sites: CEF.
and bone mamow {in twro) and C.5.F. and blood (in cos).
In the three cases., Mdenoficaton st were mads to discard
that, in sach patisnt, the sTrains weare different; when con-
Brming (entl werotype) that it was the sams strain, only the
commesponding te £.5.F. were sotered = this smdy.

As far 2z the mvestigated predisposition facters: 110 of
thep suffored fom AIDE, 18 patunts appareatly with no
factors and seven with socme immuncsupressica factors
diferent from AIDE (Takls 4). These mesnlts confirm that
. megformars, L6 Az cppermnistic pathogen Sequenthy
found in ATDE patents, an association that becomes nae
rower takinmg imte account that the systemmic imfectiom is
combingd with a producton of capsalar polisacchandes
wpacific of . meofarmans, inhibitors of phagocytosis and
wupposedly :m-'.r-:mi.hln- fior the acute course of cryptocec-
coiis in ATDS." However, regandless of AIDS patieats, 17
out of 27 {S6%) belonged to var. garr, and coly the =-
maining 32% ware var. meaformans Thess data, possdbly it
wonld reflect the Maxico simabion bafore the ATDE ara.

In mlaton to the distribeton by geader, 2nd based on




Revinin I stmoamerican s de Wicrobiolepir (20007 41-3540
|| Asociaciom Latimpamencana de Microbiologia

HA

g8l

Table 3. Pathological products from wmich 201 Cryprococcns spp. Soaimns ware obfzined

Etwological agant No.of |Spuwtmum |Ganglion | Liver | Bromchial | Cerebral Bone Blood
siraing Lavags Spimal Mammow
Fnid
(" alfbadux 1 - - 1 - - - -
C. neoformans var. gathii » - - - 1 1 - -
. meoformans vaz. necformans | LT3 1 1 - - 182 7 4
C. umigettalabes 1 - - - - 1 - -
i ecnocRT Sp 2 - - - - 1 . .
Tefal 201 1 1 1 1 186 7 4

Tabls 4. Prudisposed facters found in 135 patents with crypioceccosis. *

Etinlogical agent

Mo, of strains

Crpporbemistic facton

Hone AIDS Non AIDS

. aibrds 1 - 1 -

{7 meoiormarns Var. gar 18 15 1 2

. meoformamns var. meofior- 114 i 106 3
s

i urgwiulartuy 1 - 1 -

(Crypiacoccus sp 1 - 1 -

Tatal 133 1B 110 7

¥ Uaty obtansd by amihors

Table 5. Didsmbation by gender in 156 patents with crypiecoccods

Ettological agant Mo of smaims Crander
Faumale Mals

(" aibrdis X 1 1

. mevirmamns var. geri . ) 1

7. Reaformares var. neaformans 148 11 126
(7. urguituloiuy 1 - 1
{Crypiococous sp. ] - 3

Total 166 po | 145

* Diata obrained by mmthors

the sndied padents, it was found that diseass preveils in
males im an approximated radins of 7:1 (Tabls 7). In mh-
ton to the registared age. it was foend that the age groups
whem the diveass appears most frequenthy amg in the third,
fourth and Sfh decads of life (Table &). OfF fwo isclaied

straims from childmea, it attects the atsobon that one of
them belonged to a mew born, an outsmding epidemicke-
gist data becwnse, since the passage of O meoformans ke
mot besn transplacentally registared up to now, in this case
is very difficnlt fo0 defermine the infucion source, teiing

k)




Incidencs of Crypracoccus neoior

Tahle 6. Dismibetion by age gronps froms 136 patents with aryptococoosis.

Edological agent | Mo. of Age groups
straing 10 11-20 21-30 31-40 41-30 51-60 &1-T0 T1-80
(. afhidhs 1 - - - 1 - - - -
{”. meoformares 19 i i 3 5 ] 1 - -
WAL, Fafin
(7. neaformans 114 - i 43 H 17 3 2 1
AL M OO s
L T T 1 - - - 1 - - - -
Cryplecaccus ip 1 - - - 1 - - - -
Toml 136 2 10 6 5l ot 4 1 1
* Diata obizined by anthors
Table 7. Froequncy of Crypiococcis meaformans varstios in some Latin Amenican countriss.
oy R Cnypiecoccus neciormans | Cryplscoccus meaformans Mot identifiad
var nesformansa b (%) war. gt a b (%) a it (%)
Arganting® ¥ 2179 1 156 (97.5) TIIBS (2.4 ]
Do ® L 1AL I ZT 495 1594 (B33) 94 7 554 (15.8) 50 584 0.9
Cuba'*# &0/ B2 (97.6) TR 24 0
Mexico™ *. 2. 234 /256 (BB 327266 (12.0) ]
Paraguay' 0rLm 171 (10gum ]
Posrio Rice!® 12 12 (100 01X ]
Vanarsala ™ 18/ 27 (56.7) 8/27(29.6) 1/273.7)

A HNo. of wirains; b, Toml No. of vudied strains; §, present stody.

inbo account that, apparently, the baby conld not bawe had
comtact with pigeca droppings or simvlar, at the howpital

Since the provailing species was (. negformany, fnally
the izolation frequemcy of the two species varietiss ob-
tained in this stedy was compared with the ones registemd
in other countries of Latn America It can be noted = Ta-
ble 7 that . meformans var. mesformans counfs om a
greatar dismibetion within the knmen rases of crypiocoos o
5is I the general populstion of the conntries registemed.

In yempeary, within the interesting results, it can be
found- a) cme sirain of ©. megformoes var. nooformens se-
rotype D, b) cne stain of . meaformans samotype C, ©) ons
struin of . meoformares var. gt assoc@ied o AIDS, o)
one siruin of . aibrdir isolaed from liver, d) one soain of
(. wargurnntares eolafed from C.5F. and @) (. meafrmony
wizr. meaformany i the modn eticlegical agent of the haman
Crypiococoosis m Latin Amarica, sven thongh Bl
Cuba, Mexice and Venszsla count oo chmatic conditicos

I8

that conld chamctrire them bke of opicabsubtropical
clicnate in whers, appamsntly, var. gorr would prevail '

DISCUSSION

In spute of the bow frequency with which(” waiguttala-
s amd . @l s wurs isolated, the freqnency of reports
being added zbowt the isclebon of these leavemings is
greatar day to day. The appearance and settlement of these
fengical agents, who dering long time have been consi-
ared a5 inmocnows for man, are very important becwmie
these findings reflect the great deterioration of the mmune
response of ndividnals from whom the isolrted cmes are
ohizined.

According to dyta obtrined in Moxics, the most com-
mon clinical presenfation of crypiococooss is menngosm-
cophalittiz. In the prosent sorvey, nome of the isolated ones
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ware obtaized from urme, spemm or prostate secretiom,
specimens whoss smdy is of mbarest because the prostate
can be am asymptomatic niche, colomized by . meofor-
miany and also becanse the persistence of the yeast in the
ganitourinary tract is doe io the mefficismcy the antimmy-
cobic treatmvent has in that corporal area.!

Most of the crypiococcoss cases, mainly camsed by
meaformeny var. seaforeans, e ATDE assodated, as wall
as 1o other oppormunist snferngs: nevertheless if is neces-
sary o teioe imho account the ohssrvations comducied by
Arasish ef ai ' whe have reported that i order to @ patient
with AITYS present systemzic mfection by . meofiormang
the CD4 lymphocytes comnt mmst be smaller than 1500pl

Cn the other hemd, war. goétr is mainly related to pa-
tent: with non opportumist factors (primary cryphococco-
sds); i fact, this variety is sxceptionally olated from pa-
tenf: with AIDYS, since as far as L1996 enly ight case
ware knowm 2t world-wide lewel, bemg the minth ons omr
Maxican case.’

Diara related to gunder and age surely is inducaced by
the amount of patents presextng AIDE, simce, when hav-
ing this dissase a5 an opportumist factor, the demographic
dafa iz in fterms of this factor, rather than to the crypiococ-
cosds itzelf Toe to that s a moospectve study, =nfortu-
nately in thiz sareey portant epidemiological data liks as
forwign Tavels, fpe and responss to Ceatment, seventy or
development of the diseass, hospitalirafion Ome, &ic., wWe
can oot recorded.

Althomgh the cryptococcosis i a diseass of a world-
wide distmbmtion, the mgisiersd dafa of this disease m
Latin America is wary poor. In addition to the coumiries
reported in this papar, some like Amcha ™ E]:l.iJ-n.“'_ Colom-
bia,"* Costa Rica,™ Gramada " Tamaica* Pamama * Pom ™
and Urngzay®, have daty published 2t world-wids level
However, this conmimies ware not mcleded m cer smdy be
censs they do oot commesnt on varisties of (. necformony
fomnd.

The cobfained Mexican data, compersd with the m-
poried coes in other Latin coumtries., althongh o fow fneo-
lates from Parageay and Puarto Bico were stndied, mflect a
great similarity. Most memesting of these serveys is the
high prevalencs of var. meaformars, a vanety that was oot
comsidared as a dominant ome in these conniries, which ame
considered of semitropical or tropdcal climate. '™

From the stedy parformed by Ewen-Chung,' bafors
AIDS the regions baving a high prevalence of & meofbe
mans var. Fasitn, bad wame wmesparamres & 100 in the
cold ssason) that means, only In tropical and subaopical
climsates: the muwmiries list in table 7 bave this condition,
nevartilass the obtaimed data show the hizh Sequency of
war. mecformans, It is clear, all data incleded in this sfudy
ware cbtamed after 1980 (AIDS er), why the AIDS pa-
tenf: ame mers sascepoble to var acoformans, remaiz to
ba studisd.

It 35 a fact that world -wide registers a cozstaxt ncrease
of opportenist factors, sach as: dhronic diseasss. mmume-

Revisda Latmeamericana de Wicrobrelegie (Z2000) 41:35-40 o

deficiencies, cortico, antibiofic and imemnothorapies and
organs transplanting. orypiococcosis is ons of the mycosis
with a high risk of baing acquired by patisnts who have
some or several of the opportumist factors above men-
tiomed: reason whey this infection shonbd hanre a shedy prinr-
ity. frem 2 clinical wiewpoint, of laberatory diagzosds and
therzpeutic handling.
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Denmo del pénara Cryprocaccus se han desaniin alrededor de
30 espedies, lax cndles se idmidfien por b similcion &
difesenies carhohidrads y oompmesins mirogenados [1 ] por
la morfologia de los estados teleomorfos [10, 23] v por
esindios de las secpenciss parisles, obemdes o través de
ARNr [& 10]. Crpicoccoccus neaformans, O pami [3, 17]
y o menor fremencia O abhidue [3, 5], C fouenrs y O
umipumularye [3, 18, 21] son comsiderades como agenies
etinl gicosde |a criptocooos s homana

C abudue, C buensi y C nsfrouame gon
levadoras may ohicnas, aisludes de froms, flores |, 27],
drhales de ancaliphoy s amibi ende cimom veoino [6, 11, 23] del
fillopl ano {soperficie foliar) de algomes plangss [13], 251 comao
tmibién del snelo [, 27] vy maderia fem] depalomas [ 14, 30].
Por &l anirania, oo . w pursilass coma . gami son
organismos con hihitas mmmles mitsdos, ] primeno se he
padido aislar a partir de algmos subsmans vegenls v del
pgma [16], mientras goe &l segondo s= ha sislado
principalmente de &holes como: Asgophom msa@E y
Swcapia glomulgira [28], Terminalia casgpa [2]
Moguida domminsa [| 5]. Sin eminrgn, en Aosirdia C ga@i
sz ha pisladn principal men e en diversas espedies de drbo les
de mmlipto: Eurafprue mmaldulencs, £ renoticomis, £
rudis, £ pemphocephala, E Makelyd [7], onchyendo qoe el
encalipin exel principa] resany orio de esta sspecie d e evadnm
7, 3]

Con fines dereforesacion de las Srean verdes en b
cimded de Mérion, s= mirodojeron desde haoe un siglo,
drboles de ancalipto ongnanios de Ausmlia El campus
comocidn como Cindsd  Tmivemina peatenecens 2 b
Universidsd Macional Amtnoma de Mévia, alherga o
gmn pcl:'l.lu:i-:'l:l de drholes d= El:l.'.lli:lh., siend o .Eumf.:lm.l.:
cim akdy kenrix | o especie dominames y con menor fecnencis
E. (off)) serencomix, E. plobolus v E regnijira [26]. Con

ewon amecedemies vy para omtbor & comocimiemo
epidemmioldgion de la criptococosis en moesTo pain, e
esmdio @vo como objaivo imvestigar b pesenda de
levadiras del génan Onpevaccus en esios drboles de
encalipin.

kMaiu-i.alﬁ ymétodos

Mediante & métodn de mimeros o storios, s 5e] eccionaron
135 drboles sanos de Eucalprus spp., localimdos en acho
rons de Cimdad Universitria, todss oon miego artificizl
vmishle. Durme on ofio y &0 onero ocagionss Jiferen s
{emera, shiil, jomioy oombre] se iomanon fragmentos de hojas,
flores ¥ yemas de cada drbol, coledands m ol de 925
muesirx. Encads uno de los dias de olecm, s regismanon
datios de iempeminras maéx me ¥ mimma, 251 oomo indices de
pecipiciinplmaal.

5= tomaron 3 g de cads moeima, cads o de las
cuzles seirinmnon enmaonera, adicionando 10 mi de 5o boci in
salina emigril con 300 U de pemicilina, 400 mg de
esirqpiomicina y 10 mg de dorenfemicol. Die la sospensidn
ofemids, e bizo one dilocion 1:100, d= | onal s& semnbraron
10ml en placas de afar niga [24] Esas placas 5= mabarm
en b csoundad 2 28 °C hash dos semanss, haciéndose
revisiones cada dosdias.

La identfimeitn de bos hongos, s= malind por lu
muorfologia macrosatpica de 1 ooloniss anondn aspecta,
color, horde, exioa y comsistencia; la morfologis
micros apica 5= efecmd medisnte & examen direata com azol
de algndin y tinta chine. Las colomizs sogestives de ser
Cryprococcus, s reemiranon mevamanie en & medio de
miger, en & ool foeron porificadss, o partir de los coades =
realiraron | sigmentss proshes: crecimismto & 1730,
pe==endz de pigmemics melinicos en agar niger, prodoaidn
de wemas, demmolln de cipsol = ager choolue,
sengibilided a2 by ciclohewimids, presencia de pmizass



medime b hidroliss de gelatima o] 1207, prodoacidn de
aglmidin, deamollo de mwho germinativo, presenciz de
pigmemns en aFgar exiacin de malt, prodoccidn de
sendomicelio en ager haime de mair, femmemaciom de
dexirosa y fmalmen i, i mi lecitn de carbohidradsrs v ol gomos
compuestos mitrogenados mediante VITEK" Sysem
{Thinkd e, hdancy-TEinile, France])

k Res ultados y discusion

Los 135 dsholes esmdindns, represemion mn  mupesmen
exiudis icamenies sigmificativo del oml de los drholes d=
encalipin exisienes el campos de o Cindad Univesiania
dela UINAM. Se obtovieson 923 muesins, de s coales 5=
zislarom 4,179 colomizs de homges; de ésfas siew foeron
idemtificadss como . afbidue mostrando s s gmienes
caradherishicas: anlonizs de comsistencia cremosa ¥y anlor
mamdn <laro en agar miger (Figorz 1) a2l examen
micrsdipicn dimcin 5= olsavaon levadores redomndas
rodeads de cipmly de tamafin varishle (Figoa 2) La
hiidrdlisis de mrea v cemcimien o e 37 foeron positvos. Los

Figwa 1. Colomi=x de Crppracoccus alhiduc en el
medio de agar miger.

resmnlados de asimilacidn de corhohidraios ¥ compoestos
m iirogg endoe, cormes pom dienon 2O afbidu s

Enla Tabla | secbservala freonendiade aislamienin
de hongos filamemnsoss v levadori fommes diferemes de .
abhidus. Fs evidemie o] domimio de s levaduras {Camdida
131 % y Tncha sporon 8.6 %), sobe ks hongos filamen ioesos
(PemiciTomm 7.7%, Aeraaria 56 %, Agpegifiucd 6 %) sin
embargn,  albidux o di farenci o de ot s e ndi o, fioe hallado
en mma frecmena e muy haje, ko qoe s giere qoe ] coscimienin
deesta especie de levadira s ve inhibido pore] d=amaollo de
ooes hom goe que compi en porelmismo snhstmta.

D scoerdo 2 bs comdiciones ambnentles, ==
ohservd goe b tempeemn y precipitacicn phovial foenon
difesenies en cada mo de los meses de ssindin. De los siese
gisldos de . albidus, wes foeron obenidos en ] mes de
ahri L, dos an o lio v dos enoahobre. Diorame ] mes de enero no
senigld o esi egpecie (Tabls ¥ Lo mayoria de bos hongos
filamentosos foenon wislados doranie | 2s eszciones dejulio v
aauire.

Figoma I Miooscopia de levadmas de Onypascoccus
albiduc: (a) com cipeola grande = 3 pm, (b} com cdpela
pegoedia = 3 pm. Tincidn negatva de tnta dhina. 003
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Tably 1. Frecoencia de sslmiemios de diferemies
gmam de homgos aislados en s 923 muoesims
eximdiadas

imero de

(einems calomizs %
Sy fan opsis 1 0l
Unpaocarcu 7 0l
Fusgrium 1d 0z
Lfom Ba 15 04
Mielia serilia L] 08
(T ada gparim Th L&
Aipo sporum ™ 19
Trickad ium ] 17
Mxonls 120 19
Rhadatarula 121 pd
Snaroba lences 191 48
Aspergiliuc 191 44
Alrernaria m 5
PenicidBum IR 1.7
Trichazparan 158 b
Exaphiala T a4
Epierocum 47 a7
Asren bas dium 47 a7
Candida 551 131
Sareharomycis 557 133

TOT AL 417 104

A diferencia de ko reporzdo en Anstalia en monas
hosomss, en mingono de ks drholes analirados en ese
esindio, sexisk O porm. Lo andenior poede deherse 2 qoe |
Cindad Universitaria sx nm zome almments pestorhads,
dehido 2l modificacion s wrhanas del hogar. Fs imporame
o i ar ciom L biisgued o de | Foeabe sm i o] novtora] de .
gami debidn 2 que comimiz ] repome de s de
CTip AnCOCoe i, canmados pores o pecie, sn mestra cindad [3,
17

Liem miete pislmientos de C. alhiduc, presemanon:
cimmoly, pigmentes melinics v tamoinlerancis & 370,
caraderisics qoe an O meofrmans se ha comprohado
coma faciores de vinlenda y qoe 5= desconocian en O
alhidur [12, 25] qoe hshia sido consideradn como momon.
Asmmismo sehadeamoe rads qoe el gomes cepas e C. albiduc
zislades de la mitvralers, prsenzn mayor esisenciy 2 los
antifimgioos, qoe las ssldes de cases climoms [9]. Ests
caracteristicas de pafogemicided estin estrechamenie

Tahly 2. Distos promedio de ol gonos factores ambiemnin |
prevalmnies en los dias de la oolecin

Meme Jemperdima  Temperainm  Precipifcidin
mixima(*Cy minma{™C} phovial {mm)
Abril 280 115 04
Jalia 2E4 1ns A
Oictmbre x4 1.1 UTIE]
Enera 244 rg a

asndades 3 b dndmica de ifeccidn, por lo qoe resnla
imieresante oo derar 2 los &rboles deencalipio como foenies
poienciales de infeoidn.

Por o paste s& ha demosirado qoe . affidur e
caranie de b neomomitis slérgica del verano [19], 2l igmal
que muchos ot de ks homges idemtificados en 1w
maierizles vegatales, porlo ameriorpodnis dedneirse qoe los
drholex de enmlipto fongen como femes mponanes de
alergemos fim gicos .

En mosfo pais, b cripiooocosis sigoe oapands m
lngar imporante como camrse de maorbilidad y moradidad,
sobme indo an pacientss con SIDA, por lo goe signen siendo
prioriterios los evimdics pars describirnmevos hibitas de las
eqperies de Crppfocoscus y por oonsigmients s foenies de
imferri cmpoencisles de s evadnma

k.ﬁgﬂdﬂdmimms
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Genotyping of Mexican Cryptococcus neoformans and

C. gattii isolates by PCR-fingerprinting

| R CASTARON OLIVARES®, K MARTINEZ MARTINEZ®, . M BERMUDEZ CRUZY, M A MARTINEZ RIVERAL
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% Decartamento de Moobiolopa, Fandtad de Mediing Universidad Macional Autdnoma de Fevicg Distrio fadaml (T2 F)
Maaon, $Demartaneants de Ganstica p Bolopa Molaculay Cantro de Ivestpaodn y Etudos Awanmdos, Instinto
Poktémico Macional [ F Méaom, §Emebh Madond de Cianacas Bidldpias, Instivto Poftfmico Macional 3 F Mddon,
§Molbcular Meoolopy Ressardh Laboratory Liniversity of Spdney Wisstarm Clincal School 2 Westmead Hospital, Yikstmead
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Cryploaccoss m Moo B camsd by both speces of the Crpprococcus species
complex e, Oryprococouy neo@rmany and C. gardl The cument sudy was afmed
Wy determme genetic varmbibty of 72 Mexcan chmcal wmolalss wang PCR-
fingerprmiing with the pnmer M13. PCE fmgepnnimg revealed 55 VML five
VMIL three WNLLL, one WINEY, two WOL twe VL two VLT and twe WETY
1snlales among thode studial. The resulis show thal mosl eryplococmss cases 1n
Méxcn are ATDS melasd amd are cavsed by O neoformany var, prchii, penolypes
WML and VHIL In addibion thas study nevesled for the firstl tme the presence o
wenilypes Y B Y amad W0 among Meocan clmical solsies. The presemit dala show
that all genaodypes thal have been desaribed for the Crogploco oo species. complex
arne foumad 1n Metics, mdicaling 3 mwch wader peographie distribubion of penolypes
than previously reporisd. The molecular snabyss of Mexicam eryploaocal malales
generiled PCR-fngerprmimg patterns which wall provide nelerences for fulure
iypme siudies i allow the inlsgmiion of Mexican cry ploaccal genolypes mio the
omgome global pEmolypme sludy of the Crgplococo speces complex,

Keywords Cryplococoms, Orgplococous  neaformans,  Crgplococors garii,
Méxcn, PCR4mgerprmime, gnolypmg

Introduction

amman fimgzal disese m ATDS patients [1]. Crppro-

Human cryplocoocoss & a myonss with @ workdwide
ditribution, affecing hoth mmunocompeatent and
immunommpromised individuals In the last teo
demdes, cryptomoomis has beome the seomnd most

Recared 11 Deccmber 1007, Figal serwiisea sazcmval
1l Asgemd XOE Accpicd 1§ Ooobo X003

Cormsigradenrs: Lawa Rode (hiatda (Eue, Libomiods de
Mol Wik, Departmeateds Musdeclagn, 1” poe Fasaluad
de Melseg Cadel Tewerdas Delomosin Copocn, Diisie
Falral, Ménoa O F 04510 TehFa- 45 55 5411 M58 Feomid
B S wialicn mmden

) 005 BH A

ey aeaformans amd C garrd, the etiological agenis
of oypiocomosis [2], disply gpeat differences in
dimical, emlegical [3], epileminlogical [4,5], Wochem-
ical and molecular fextwres [6,7]. POR-fngerprinting
amd AFLP amalysis has ndicated eight megor genody pes
within the Crypoaour species momplex, is, VINT and
VHII {C meaformans var, pruba, ssrotvpe A, VNI
fmemtype AD hybmd), VNIV (T seofaemans var
men rans), VGT, MGITT, MG and VGTV (O parod,
sarotypes B and O) [4,5]

Although the frequency of this myoms hes des
aesal m the last yeams, severe cases ame shll reported

DHIE |00 D) 383 TE0a0 598
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in Méxioo. Tn a study &t & national reference hospital,
Cryprocaccus spp. wene isplted from 98% of 2940
camex of memmgnencephalitis s=en m the period be
tween 19802004 [9] and hoth O meaformans and
parii have heen isolated from Mexican patients [10].

In omnder to mvestigste, for the fist tme the
distribuion of the geotypes of the Crppracocous
species complex in Mémco we havwe performed an
epideminlogical study using PCR-fingerprinting with
12 C meaformans amd O partil solxtes {Tahla 1)

Matsrials and methods

This reirospective study ncluded 72 molates from 72
patients admited from 1994 i 2004 0 three redereno
hospitals in the Distrito Faleral (Mexion, City). To
allow a2 ooardation with the genetic veriaiion found
glohlly, five Bolxies from Spain, four from Colombia,
one from Canads, two from South Afmc, one from
Australia and me fom the USA wene also indwled in
the cuwment study Eight reference strains (W14
(WML, WhES26 (VNIT), WME2E (VNIIT, WhEZ9
(WNTW), WM™ (WG, WMITE (WVGIT), WMITS
(VG and WM (VWGIVEH were mal to allow the
determination of the eight magor molecubr types
within the Cryprococaus species complex [4]. The
isplates wene dentified on the hamis of capsule =iz
directly measured from the spedmens of ptmts,
colomzl morphology on Sabourmud  dexirose agar,
peositive ures and laccess tesis [11], growth in ghomes
canavanine-hromathymol blue agar (OGB) [12] and
agar with D-proline [13]. In some czses the seotyping
was performed with Crypto-Ched: it amonding to
the mamfachmer’s imsructions

Swmceptibility to ketomnawmole, imonarols, (oo
nzzole, amphoencn B and caspofimgin was cammied
out by the siamdand broth mocrodilwbion method
recommended by the Clnical and Labpmtory S@ns
dards Institue (CLSL, formerly MNafinal Committes
for Clinical Lahoratory Standands) M27-A2 [14]. The
ranges of antifungal conentr=tions used were 16-0L03
pe'ml for amphotenicn B, itmoomrols, letoconamnle
amnd caspofimgn and 1 20,025 pefml for Tuwomeanle
[14£]. As the hrexkpoint susceptihibity valies have not
yei heen formally propossd by the MOCLS M2T7-A2 for
. mmjfrmans, we ok imo acoount the approaches
recommended by diverse number of authoms [15-18].
Resisizmce to antifungal agenis considened to oocur for
ketocmarole and fecomamle at =1 peiml; amphoder
ign Bz2 pgiml cespofungnz3 pefml and for
fhcomemde =6 peg'ml The MK end pomis wee
defmed 2= the lowesi cncemmation of drug which
remulied m a complete inhibaton of visible growth

(5iF4 for flucommile, imomnarole, kaoomarole and
Q0100% for caspofingin and amphotericn B

Genomic DNA was extracted from all ory plocoocal
isolates with the DMeasy Plnt Mini Ki™ ({iagen
Gmbi, Hilden, Germany), ©llowing the suppler's
directions. PCR fimgerprinting with the mioosxtellite
speciiic primer of the M13 ore sequenoe wes per-
formed as desoriberd by Meyver o al [#]. Amplification
poducits were separmied by elecirophoress, sixmed
with ethidium hromide and visualired under 1TV hght.
All reactions were rim i iriphioe

Tix emzlyme the PCR fingapmimg paiterms, the
software CelCompar T vemion 4.0 {Applied Maths,
Eorimjk, Belgium) was used . The similamity mainx amd
disering dendograms wae calculted usmg the Jao
@rd codficent and UTPGMA algorithm, respactivety
ima xmum inlermnce 10%)

Results

The patient population cmizined 15% famales and
E4 males, resuling m a Eemala’male proportion of
1:5. The patient ape renged from 10-73 yeums {mean =
3 vears) and most came from arees with an averzge
emperture of 13°C.

All Boltes weme pamitive I the uresse and homse
ests. Growth on OGE and Deproline mediz identified
sivtysdhmee soldes as O asoformans and mne as O
gardi. Only 15 out of the 72 Mecican solxies presented
2 small @pmule {14 pm dimeter thidness) amd
maoduced non-mucous cokme.

All 72 wmolates were sisceptible to aroles According
i the MICse, found, isoldes were dnvided in two
groaps; (L03-0.12 pefm] (S87 Z) and 0.5 pe'mil (47 ) for
letocomaznde and 0.25-1 wefml (572), and 2-32 pgfml
T 2) for Mluoonamole AT isol aies were suscepiihle to
itmoommle within the range of Q05-0.125 pe'mil
Likewise, 2l isplxies weme susceptible to amphodericn
B Mo, (00305 pg'ml) 2nd ress@nt 1o caspoliuns
{16 pe/ml 6872, and 32 pgfml W72 Within the 72
Memicam isnlates we found all esght major genody pes of
the Cryprococcus species complex previowsly neporied
[#]. The frequemcy of genotype was as llows; 55
Blates were VNI, five WINIL three VINIIL ona VNIV,
twao VG, two VGTTL twe VGITT and two VGTV (Fig. 1
and 23 Al VI gemotypes were molaied from patienis
with ATDS and all V6 genotypes were isplxted from
non=-AIDS patients (Fisher's exact test P 00075

O special mierestis thefac that weidentified for the
first time the presence of moleoular types VNIV amd
WG among Memicam arypiocoocal isolates. In respect
in the gengraphic disinbution, the C garrn WG

) 2005 1SHAM, Madoal Mpzaky
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Table 1 Charactenstics of the stuchial 15k te

Ll ate Hax A Fesad Sample Bk [actor Capsule Cardomaall CGB DProlne  Serolype Crenaolype
s mirphokeey
LINAMGE M A MOR C5F None 15 um tymical salin walln B Wl
UNAMA F 49 MITDF  CSF None 3 pm alypacal Ealin walln B Vil
LINA M 66 F 15 GUE SF Nomne 13 pm typical Ealin Eall B VLT
UNAMAT M Je. | MEX C5F Nome 1% pm typical Elin Ealln B VRl
UNAMT2 F 34 MEX C5F Nome 3 pm alypical walin galln B WLELLD
UNAMTS F 1 MEX SF None 2 um alypacal Ealin walln B VLD
UNAMT M Lo [N SF Laver msulliciency d pm alypocal Ealin Eall C VLY
UNAMT M i5 MEX C5F Hypophysts adenome 3 pm alypocal Elin Ealln B VLY
LA M GS M & L O Ly Tdr s Ly jercaal mallu mallu [ WY
UNAMGE M 35 [N SF u 14 pm typcal neal neod u VLT
UNAMAGS F n DEF/MEX  CSF HIV 13 pm typical neol neod u VNI
UNAMAG2 u u U Bl u 13 pm typical neod neod u VNI
UNAMG] M 3 U C5F HIY 11 pm by pcal neod ned A VI
LINAM &0 M 46 [N SF Tuberculss+ 1 pm alypacal neal neod u VI
ymphaocy Loss

UNAMS M 26 DF C5F HIY 1 pm alypocal neod neod u VI
LINA M 58 M i DF SF HIV 3 pm alypical neal neal A VIID
UNAM ST M L] MEXDF CSF HIV 16 pm typical neol neod u VI
UNAM 56 M i U C5F HIY 3 pm alypocal neod neod u VNI
UNAM S5 M n U C5F u 15 pm typical neod neod u VNI
UNAMS M 34 U C5F u 16 pm by pcal neod ned u VNI
UMNAMS3 M 30 [N SF u 15 pm typcal neal neod u VNI
LUNAM 52 M 36 [N SF HIV 13 pm typical neol neod u VNI
LUNAM 51 M 26 U C5F HI'W 17 um ymical neal neol u VNI
LINAM 50 M 9 [N SF u 15 pm typcal neal neod u VNI
UNAMS M il [N SF HIV 3 pm alypocal neol neod u VNI
LINAM 5 M 36 U C5F HIY 17 pm typical neod neod u VNI
UNAMAT M 34 U C5F HIY 16 pm by pcal neod ned u VNI
UMNAM 46 M n [N SF HIV 15 pm typcal neal neod A VNI
UMNAMAS M 50 [N SF HIV 1% pm typical neol neod u VNI
UNAM &8 M .| [N SF HIV 15 pm typical neol neod u VNI
LIEA N A3 M - L O Ly 1 pana alyparaal el nmed u Y
UNAMA2 M i [N SF HIV 16 pm typcal neal neod u VNI
UNAMAL M i [N SF HIV 1 pm alypocal neol neod u VNI
UNAM M L) U C5F HIY 1% pm typical neod neod u VNI
LUINAM3E M 53 U C5F Wasaulils 15 pm by pcal neod ned u VNI
UMNAM3I? M .| [N SF HIV 13 pm typcal neal neod u VNI
LINAM 36 M e [N SF HIV 16 pm typical neol neod u VNI
UNAM3S M il U C5F HIY 16 pm typical neod neod u VNI
UMNAM3 M 38 u SF HIV 12 pm by prical neal neal u VNI
UNAMSIS M u [N Bl u 1% pm typical neol neod u VNI
UMNAM32 M u [N SF Heer e 16 pm typical neol neod u VNI
UNAMS31 F 3 U C5F u 14 pm typical neod neod u VNI
LUNAM3 F u U Blroxl u 2 um alypical neod ned u VNI

E s srooosoasdn Uoney) o sedinueey
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Ead ale Bex A Fesad Sample Bk lactor Capsule Colonial R D-Prohne  Serolype Crenaoly e
Er marphokey
UNAM>M U U U BM U 16 pm typacal meal’ neol U VI
UMNAMZISE M L] DF C5F HIY 14 pm Lypxal meal neol u VNI
UMNAMI? F n DF CEF U 16 pm Lypacal meal neod U VNI
UMAM26 M iz DF BM HIV 15 pm typacal meal neod U W NI
UNAM25 M e DF [ HI'Y 18 pm typacal meal’ neol A VI
UNAM24 M = DF C5F HIY 3 pm alypacal meal neol A VNI
UMNAMX M b DF CEF HIV 15 pm Lypacal meal neod A VNI
UNAMI2 M k] DF C5F HIV 15 pm typacal meal neod U W NI
UNAMI M iz DF C5F HIV 2 pm atypacal meal neod U W NI
UNAMX M 38 DF [ HI'Y 12 pm typacal meal’ neol U VI
UNAMI9 M S0 DF C5F HIY 16 pm Lypxal meal neol u VNI
UMNAMIE M 41 DF CEF HIV 13 pm Lypacal meal neod U VNI
UMNAMIT M ] MEX C5F HIV 14 pm typacal meal neod U W NI
UNAMIS M i3 MEX [ HI'Y 12 pm typacal meal’ neol U VI
UNAMIS M 47 MEX C5F HIY 2 pm alypacal meal neol u VNI
UMAMI4 F 52 MEX CEF HIV 10 pm Lypacal meal neod A VNI
UMNAMIZ M ] MEX C5F HIV 15 pm typacal meal neod U W NI
UNAMI2 M e | MEX [ HI'Y 15 pm typacal meal’ neol U VI
UNAMI F 35 MEX C5F HIY 15 pm Lypxal meal neol u VNI
UNAMID M iz MEX C5F HIY 17 pm Lypxal meal neol u VNI
UMNAMIM M M GUE CEF HIV 18 pm Lypacal meal neod A VNI
LU/ MIOS M -] HGO C5F HIV 3 pm atypacal meal neod U W NI
UNAMO? F e MIC [ HI'Y 18 pm typacal meal’ neol U VI
UNAMODS M fE] MOR C5F u 10 pm Lypxal meal neol u VNI
UMAMOS M s GTOWDF  CSF HIV 16 pm Lypacal meal neod U VNI
LT A M M ad DE/MEX  OCSF HIV 18 pm typacal meal neod A W NI
UNAMD M £ DE/MEX  O5F HI'Y 16 pm typacal meal’ neol U VI
UNAMOZ M iz DEBCY C5F HIY 1 pm alypacal meal neol u VNI
LUSA
UNAMIM M 51 TAM/S C5F HIV 16 pm typacal meal neod U W NI
MOR
IMBMIM14c U U Span U U U U meal’ neol U VI
IMBMIM 162 u u Epanm u u u u maal nesl’ u VI
IMMIMI17c u u Span u u U u meal neol u VNI
MMIMI1Ec U U Spaim U U U U meal neod U VNI
M BMIM15c U U Span U U U U meal neod U W NI
[N5936 U U Colomba U HI'Y U U meal’ neol A VI
INS1177 u u Colomba U HI'Y U u meal neol A VNI
[MS762 U U Colomba U U U U walln walin B VLT
M50 134 U U Colombaa U U U U walin gatin B VLT
WM2 28K (RBEy U U Canala U Emvirommental U U malln galin B VLT
Colter U U Ausirala U U U U malln galin B VLT
M27055 u u South u u U u malln galln C VLY
Alnca

P 13 LoUrEED E
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Table 1 | Contimed)

oot Sex Ape Fe=ad Eask lactor Capule Clemaal CCOiR D=Prolme  Sermolype Clemnaoly pe
e morphology

Eimg Chesizh u u South Velenmary u o palin el C WOELY
Almnca

B3TH u u [BE-2Y u u u u neol’ nead’ I3 VIV

B5 (WM £E) u u Auwsiraha U u u u med me] A Wikl

B5 (WWha26) u u Auwsiraha U u u u med me] A WL

E5 (WMa2E u u Auwsiraha U u u u med mel A YLD

ES (WMa29) u u Auwsiraha [N u u u mesl mesl (8] VIV

ES (WM179) u u Awsiraha [N u u u palin walln B Wil

ES (WWM1TE) u u Awsiraha [N u u u palin alln B WL

ES (WM175) u u U5A U u u u galin lln B WVGIE

RS (W79 u u South A= U u U u galin il c WY
ca

UNAM =Unrversadad Naconal Autdmoma de Méexas BC =Baja Califiomz Staile BM = Bome marmow

IMMIM =Instiiuo Mumncpal de nvestimadons Malics:, Bamelona I3F =hsiriio Federal {Mexda Criy) CBF = enebmosspmal

INS =Instibuwla MNaciomal de Salud, Bogoia
E% (WM = Felenmes siram (Westmes] Hoepalal, Wieland Meyer)

HI'Y = Huwmam immunoddi Gency Virus
U = Data mknown

Typaczl coloary morphaekegy =Mucoxd, weal and brighl appeammce
Alypa al colony morphad ogy = Dy and opague sppesrance

CITO =4 uanajusto Stale Tuad
GUE = fiuermens Siale

HCRH)Y = Hulalps Siate

MEX = Meéxico Siale

MIC = MichoacEn Siate

MOE = Mordos. Siale

TAM =Tamaupas Stale

LSA =Uniled Stales of Amerca

neol = Crpptococoe neafommans (mcludi ng var, prubi, var. negforomans and. the AT lybrid)

galin = Cryplicacus galin

Feg— LT

o)

- dds sroasaoigi ) U
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Fig-1 (A PCR fepormming sl of Crplococcrs neafrmany s O gradil selreaor sess Taos [aad [ [ Bp DENA bl TFNA
moibcile sl mailor (MW, Rocic Aspbol Somser, ladumpels TRAL boc 1 WHIAFLPL (WMl kb= 3 WIITILAFLPS
(WRIT 5L faae 4 WHTVAFIPE (WM ITHL bne 5 VOFAFLPS{WMITH, o & VRITAFLPLA (WMEX |, boe 7 VHNIT/AFLPS {Wh&H)
faae 3: VMIWVIAFLPD (WhEE), sl lac & VEIVIAFLFT (WM. (Bl Exengici of POR- g ceeiaing pal v foeall = Mosom o)
moles Lascs | ad 16 000 bp DA babler hses ) sl |5 acpasve coateod, o 3 TINAMS (WNTE e 4 TUHAMS (VHIE lise §
UMAMS2 (WM hae & TINAMAE] (VNI E hae 7- UNAMSL (VHTE bee 3 THE A (WETE b & UINAMS (VWET) bae 1k TN AMS)
(WMTE Bme [ UTNAMT2 (WGTT), kme 12 TINAME (VT hse 13- TINAMET (WGTT) aad bee 14 THAME (VG

gmoiypes were mainly ohizmed from patients residing
in mesdiumedry and warm climaes.

In gemeral the OG0B and Deproline assmmdlxton
techmiques cormelated well with the disierning of the
isplutes mio VM or VWi genotypes (Fisher's enad desi
F 001} However, thare was one exception, ie, an
isolxte with the genotype VNIV {serotype D) which was
resiiant to @mvanne and hiochemacally identified 2=
. garrid, This suggests that although the hiochemical
tests are very spedfic, the maleubr ambss @n
idemtify possible hybmd strmms

The follvwing genotypes were identifiel among the
14 mon-Mexican Bolzes; VINI and VNI for moluies

from Smm, VNI, WG amnd VGIT for those
recrversl m Colombiz, VWOII from Cansds, VWGIT
from Ausirahz, VGIV obserned from South Alnca
anl VNIV for the ome solste obiamed from the
[I5A (Fig. 2.

Disoussion

PCR fingarprinting revealed that the distn bution of the
Emaype amang Bolates of the Crpprococcus spacies
mmplkx i Maico & comelxted with the speces,

vaniaies and serotypes of these yeasis, as wdl as thear
amsociztion with ATDS patients.

i) 2008 |SHAM, Medal Mpmakyy
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Ciender, 2pe and peographical ongn of the mtis
from which the yeasis wene isolxied, 2= well = the
manphology and antifungs] susceptibility ane charso
teristics that did not comelate with the frequency amd
distribution of the genotypes.

The mesulis ohizined m this survey show that the

majorty of Mexican orypioanooo s cases ame caused by

) T005 EHAH, Misdeal Mpzakagy

the penodypes VNI and VNI, 2= is ako the o=e in
atha countnes. However, the presencee of penotypes
VNIV and VGII in Mexon, which are onsidered
having a resinided disinbution, & noteworthy Cur
findmgs open up the migque pomibility 0 ndude the
newly dismoveradl VGII strams from Meéxico n 2 mome
giom] population genstic anzhsi i mvestgxie the
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posshlity of Méwico heing 2 Ink betwesn South
Amenca and the ongaing cnptocoomas suthreak on
Vanomuver slamd, Camada [3,7].

The fmding of a genotype VNIV, saotype [ stram,
which wes ermoneously identified a= 0 parro, maght
indicate the aocurmenoee of hybrnids hetween C asafar
mans var amBrmans and C parrd in Méxo 2 has
hezen reporied fom o Dutch patients [ 19]. How thess
hyhrkl stmms were actuzlly frmed remans to he
ehicidated], bat the hypothesis & a somatic fusion
followel by karyvommy of a MATalpha serolype B
cell and & MATa serotype [ el [19]. Comidering the
great epidenioslogy memest i such an oocurence, we
are curmently undertaking 2 momre detzilal molecular
amlysis of this simm i confirm our fmdings.

The identification of C parrd’ from mediumedry amd
warm dimates m Mexion confirms once agim thet the
distribution of . gared is not resiricted to tropical and
suhiropic] @mes 2 it had heen traditionally been
comiklaal. However to complete this epidemdol ogical
study it & mecessry 1o mvestigie the penotypes of
emvinpmmenial solxtes and the trewd history of our
patient.

All genotypes previously desoribed in the lfieratre
were identified among the Mexican isnlztes mcluded m
this analy=ss. This & mpariznt beause i sugeests that
the genndype disinbution has 2 much wider termtonal
extension tham mreviously reported [4).

The resulis obizmed in this work will allow 2 wider
range of k@l labomiones to @amy out molecular
typing in México, using PCR. fingerprint petterns under
stndardizd conditons, 2= well 2= chamcterzing
aunchthmmous Boaies o esizblish Mexican referenoe
strams. The next gml in oypiomocal research in
México is the sslection of other specific amd reprodue
cible methads to kdentify mehlizble hiological marlkers
that will allow; (2 the delermimtion of genotype
similarities and diflerence among climcl and emviron-
menizl solates, {b) the dentification of the spumes of
human infections, {c) the creation of molecular tools
for rapid diagnmis, and {d) the enbrgement of our
gl hiogeographical knowledge of thess yeusis.
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