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SINTESIS

La criptococosis se manifienta principalmente como meningitis. Su agente causal es
el complejo de especies Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. En este
estudio se realiz6 la identificacion y caracterizacion mediante técnicas
convencionales y moleculares (amplificacion del fragmento URA5S y secuenciacion de
la region espaciadora de transcripcion inversa de los aislamientos que no
amplificaron URAS) de las levaduras obtenidas a partir de liquido cefalorraquideo y
sangre recibidas en el Laboratorio de Micologia del Instituto “Pedro Kouri” durante un
afo. Ademas, los aislamientos se caracterizaron mediante PCR con cebadores
especificos y arbitrarios, asi como por su sensibilidad a los antifingicos del juego
comercial ATB Fungus 3. Se consultaron las historias clinicas de los pacientes con
criptococosis confirmada en busca de datos clinicos y demogréaficos de interés.
Como resultados se obtuvo 14 C. neoformans, un C. gattii y dos Candida haemulonii.
Los primeros se corresponden con el serotipo A tipo de apareamiento a, y que no
existe relacion epidemiolégica entre los mismos. Todos los aislamientos fueron
sensibles a la anfotericina B, 5-fluorositocina, fluconazol, itraconazol y voriconazol.
La revisibn de las historias clinicas arroj6 predominio de la infeccién en el sexo
masculino, edad media 35,2 afios e infeccibn con VIH como principal factor
predisponente. Las enfermedades concomitantes predominantes fueron: candidiasis
orofaringea, tuberculosis y neurotoxoplasmosis. El tratamiento administrado estuvo
acorde con las normas establecidas, no obstante el porcentaje de recaidas y muertes
fueron del 21,4% y 28,57% respectivamente. Adicionalmente se identificaron por
métodos convencionales cinco especimens de Cryptococcus spp. obtenidos a partir

de 200 detritos vegetales.
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La criptococosis es una enfermedad fungica que afecta a seres humanos y animales
y se manifiesta de forma comin como meningitis. Es causada por especies del
género Cryptococcus, fundamentalmente por el complejo Cryptococcus neoformans/

Cryptococcus gattii (Casadeval y Perfect, 1998; Fonseca 2011; Bonifaz. 2012).

Actualmente se conoce que C. neoformans es una especie con dos variedades que
comprenden a su vez tres serotipos: C. neoformans var. Grubii (serotipo A),
C. neoformans var. Neoformans (serotipo D) y el hibrido C. neoformans serotipo AD
(Franzot et al., 1999). Estas estan asociadas a sustratos organicos como las excretas
de aves y presentan una amplia distribucion mundial (Randhawa et al., 2003). La
variedad predominante de esta especie, C. neoformans var. grubii, es responsable
de alrededor del 95% de las infecciones criptococdccicas a nivel mundial (Casadevall
y Perfect, 1998) y aunque se documentan casos de micosis debido a este agente en
pacientes sin enfermedad subyacente, se sabe que afecta en primer lugar a
personas con algun grado de deterioro inmunoldgico (Viviani et al., 2001; Chen et al.,
2008; Sajadi et al., 2009).

La epidemia de VIH/sida increment6 draméticamente la incidencia de las poblaciones
inmunodeprimidas y de forma paralela la tasa de infeccion por Cryptococcus (Day,
2013; Park et al., 2009). Cada afio se diagnostican hasta 1 millon de casos nuevos y
mas de 600 000 muertes por este agente. A pesar de que estas tasas de mortalidad
son comparables a las causadas por la malaria y la tuberculosis, la meningitis
criptococécica no recibe la atencion, el financiamiento y el control otorgado a las
enfermedades mas ampliamente reconocidas (Vidal et al., 2000). Esto resulta
especialmente cierto para el Sudeste de Asia y Sudafrica, regiones altamente
pobladas donde esta micosis se considera marcadora de sida en el 20 al 30% de los
pacientes seropositivos al VIH. Estos pacientes deben someterse a una terapia
antifangica mantenida de por vida o hasta alcanzar la inmunorreconstitucion a través

de la terapia antirretroviral altamente efectiva (TARVAE) (Pitisuttithum et al., 2001).
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Cryptococcus gattii, la otra especie que integra el complejo, consta de dos serotipos:
B y C. También es capaz de formar hibridos con C. neoformans (Kwon-Chung et al.,
2011). A partir de los ultimos afios del siglo XX comenzé a considerarse como
patégeno primario por afectar mas frecuentemente a individuos inmunocompetentes
(Hagen vy Boekhout, 2010; Kwon-Chung et al.,, 2011). Otras de las principales
diferencias con su congénere estan dadas por causar brotes epidémicos importantes
tanto en seres humanos como en animales (Datta et al., 2009). Su principal
reservorio natural suele relacionarse con Eucalyptus; sin embargo, hallazgos mas
recientes de C. gattii en oquedades de otros muchos géneros de plantas indican que
no solo se asocia a estos arboles, sino a los detritos vegetales en general
(Chowdhary et al., 2012).

La infeccion por este patdgeno se caracterizaba por presentar una distribucion
restringida a regiones de clima tropical y subtropical (fundamentalmente en Australia
y California) (Severo et al.,, 2009). No obstante las evidencias méas recientes
demuestran su expansion a regiones de clima templado como la costa del Pacifico
de Estados Unidos de América y Canada (Datta et al., 2009).

Cada vez se reconoce con mayor fuerza que muchas enfermedades infecciosas
humanas surgieron en los ultimos11 000 afios a raiz de la aparicion de la agricultura
y la domesticacion de los animales. Un ejemplo de esto lo constituye la especie
C. gattii, cuya infeccién sufrié un rapido aumento en zonas no tropicalesdel Pacifico
(Maganti et al., 2011). Inicialmente se pensé que este fenondmeno era consecuencia
del comercio internacional de arboles, espcecialemnte de eucalipto desde Australia,
donde esta especie es muy frecuente. No obstante, los estudios moleculares mas
recientes sugieren un origen ancestral en la selva amazonica y su expansion a través
del aire y animales que actlan como vectores (Byrnes et al.,, 2009; Hagen vy
Boekhout, 2010).

En Cuba se reporta una prevalencia de la criptococosis del 7,2% entre los pacientes
con VIH/sida (Perez et al., 1993). Contrario a lo que era de esperarse, a pesar de la

introduccion de la TARVAE a todos los pacientes cuando se hace necesaria, el
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namero de casos de criptococosis por C. neoformans, diagnosticados en el
Laboratorio de Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (LM-1PK),
se mantiene sin grandes variaciones con una ligera tendencia al incremento

progresivo a partir del 2004 (llinait-Zaragozi et al., 2010a).

A pesar del clima tropical de nuestro pais y de la presencia de posibles fuentes
naturales de C. gattii, hasta el momento solo se conoce como causa de enfermedad
fatal en un guepardo (Acinonyx jubatus) del Parque Zooldgico Nacional. Los datos
epidemioldgicos disponibles sugieren que la misma pudo importarse con el animal
desde Sudafrica (Polo et al., 2010; lllnait et al., 2011). Estas evidencias no descartan
la posibilidad de que esta variedad exista en la isla, lo cual es motivo de constante

preocupacion por parte de los investigadores del LM-IPK.

En el contexto de la problemética internacional y nacional entorno a la infeccion
criptococosica, se decidié el desarrollo del presente estudio con vistas a profundizar

los conocimientos ya existentes en Cuba sobre esta micosis y su agente causal.
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Identificar por métodos convencionales las especies de levaduras de origen

clinico incluidas en el estudio.

Aislar e identicar mediante métodos convencionales las levaduras compatibles

con Cryptococcus spp. obtenidas a partir de detritos vegetales.

Caracterizar molecularmente los aislamientos clinicos y ambientales identificados

de manera presuntiva como Cryptococcus.

Determinar los patrones de susceptibilidad in vitro a antifingicos de los
aislamientos clinicos pertenecientes al complejo C. neoformans/C. gattii

previamente identificados.

Describir los datos clinicos y epidemiologicos de los pacientes con diagndstico

confirmado de criptococosis.
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I1l. 1. Definicidn

La criptococosis, segun la sociedad Internacional de Micologia Humana y Animal,
constituye una micosis sistémica de curso agudo, subagudo o crénico causada
generalmente por el complejo de especies C. neoformans/C. gattii. Las
manifestaciones clinicas mas frecuentes se asocian a la infeccion del sistema
nervioso central (SNC) y aunque puede afectar a individuos inmunocompetentes se

reporta de forma mas frecuente en pacientes inmunocomprometidos (Perfect, 2010).

Hasta hace algunos afios la enfermedad se conocia como blastomicosis europea,
torulosis o enfermedad de Busse-Buschke, nombres que fueron reemplazados por el

empleado actualmente, criptococosis (Bonifaz, 2012).

I11.2. Antecedentes histéricos

La levaduraCryptococcus se describié por primera vez hace mas de 125 afios. En
1894 Busse y Buschke en Alemania, aislaron por primera vez el agente causal a
partir de una lesibn semejante a un sarcoma en la tibia de una mujer; a este
microorganismo le llamaron Saccharomyces hominis. Casi simultaneamente en ltalia,
en 1895 Sanfelice aislé una levadura encapsulada del jugo de durazno y demostré su
patogenicidad por inoculacién de animales de experimentacion, reconocié la similitud
de esta con la aislada por Busse y la llamé Saccharomyces neoformans. Este mismo
investigador realizé otro aislamiento a partir de la linfa de un buey y lo denominé

Saccharomyces littogenes (Kwon-Chung et al., 2011; Bonifaz, 2012).

En 1896 Curtis en Francia describié el segundo caso en humanos. El distinguio al
aislamiento obtenido proveniente de un tumor subcutaneo en el triAngulo de Scarpay
de un absceso en la regiéon lumbar como Saccharomyces subcutaneus tumefaciens.

Mas tarde Frothingan logro reproducir la enfermedad en conejillos de india y conejos,
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por lo que establecié que este hongo producia enfermedad en animales (Casadevall
y Perfect, 1998; Kwon-Chung et al., 2011).

En 1901 Vullemin examind los aislamientos de Busse, Sanfelice y Curtis y al no
poder demostrar la formacién de ascosporas ni la fermentacién de fuentes de
carbono (caracteristico del género Saccharomyces) los reclasifico en el género
Cryptococcus Yy establecié dos especies: C. hominis para el aislamiento de Busse y
Curtis y C. neoformans para los de Sanfelice (Kwon-Chung et al., 2011; Fonseca et
al., 2011).

Von Han—Smann en 1905, aisl6 por primera vez el hongo en un caso de meningitis
humana, sin embargo el primer caso de meningitis por Cryptococcus reconocido
como tal en la literatura fue el publicado por Versé en 1914 (Casadevall y Perfect,
1998; Kwon-Chung et al., 2011).

En 1916 Stoddard y Cutler describieron las diferencias clinicas entre criptococosis,
blastomicosis y otras micosis pero creyeron de manera errénea, que la capsula
mucoide de los microorganismos eran quistes en el tejido causados por la accion
litica del hongo (histolisis) y lo llamaron Torula hystolitica. Este nombre se hizo
popular y llamaron a la enfermedad que producia la leadura torulosis. Ya desde la
década del 1950 y sobre todo después de 1970, se determiné la prioridad del nombre
C. neoformans, el cual es el que se acepta en la actualidad (Dismukes, 2000;
Casadevall y Perfect, 1998; Kwon-Chung et al., 2011).

En 1955 Emmons demostrd la asociacion del microorganismo con excretas de
palomas. En su trabajo, este investigador comprobd que los suelos en los que se
aislé el hongo, estaban en sitios proximos a nidos de palomas y las excretas de estas
aves era un adecuado medio de cultivo para el mismo (Staib, 1985; Fonseca et al.,
2011).
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Staib, en 1960 dié6 un gran impulso a los estudios de ecologia y héabitat de
Cryptococcus al describir un medio de cultivo diferencial y selectivo para su
recuperacion a partir de muestras de origen natural: el agar Guizotia abyssinica
(alpiste negro) (Staib, 1985; Kwon-Chung et al., 2011). Este sustrato se emplea en la
para la recuperacion de esta especie a partir de muestras contaminadas tanto

clinicas como ambientales (Randhawa et al., 2005; lllnait-Zaragozi et al., 2012).

En 1975, como resultado de los estudios de Kwon-Chung quedaron demostrados los
estados perfectos de C. gatti y C. neoformans: Fillobasidiella bacillispora y

F. neoformans respectivamente (Kwon-Chung et al., 1982).

El primer reporte de infeccion por la especie C. gattii se le atribuye Gattii en Zaire en
1966, al obtener el aislamiento de un nifio congolés que sufria de meningitis. Sin
embargo, no fue hasta 1989 cuando se reportd el primer aislamiento ambiental de
este patdgeno a partir de un arbol del Eucaliptus camaldulensis en Australia (Ellis vy
Pfeiffer, 1992; Casadevall y Perfect, 1998).

Aunque las infecciones por C. neoformans en humanos fueron reportadas a
principios de la década de 1900’s, los reportes de casos de criptococosis eran
escasos. A partir de 1947-1968 se notd un incremento en la incidencia de esta
micosis en Africa, presuntamente en asociacion con la aparicién del sida en la
cuenca del rio Congo; sin embargo, no hay confirmacion o datos de laboratorio

disponibles que confirmen esta hipotesis (Drouhet, 1997).

Desde la década de 1950°s se reportaron los primeros casos de infeccion por
Cryptococcus en Cuba. En 1972, Herndndez Cossio publica sus experiencias al
describir cinco casos de criptococosis del SNC, en los cuales hay evidencias de la
exposicién al agente causal relacionado con palomas. En 1973, Sotolongo Garcia
estudia seis casos de esta entidad en un periodo de 10 afios, en los cuales hay un
100% de letalidad a pesar del tratamiento impuesto con anfotericina B, al parecer
tardiamente (Cossio et al., 1972; Sotolongo, 1973).
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A partir de 1980 se not6 un incremento en el numero de casos de criptococosis en
Cuba como micosis oportunista en los enfermos con sida. En 1988 Regalado y cols.
notificaron un caso de criptococosis diseminada en un paciente cubano portador del
VIH (tomado de Pérez et al., 1993) y desde entonces hasta la fecha se han
diagnosticado mas de 300 casos en el LM-IPK (dato tomado del libro de registro del
LM-IPK); cifra que representa una media de 17 casos anuales y una incidencia del
7,2% en los pacientes con sida (Figura 1). No obstante, Arteaga y cols., después de
analizar 211 autopsias realizadas a individuos seropositivos al VIH entre 1986 y
1995, demostraron la presencia de levaduras capsuladas en casi el 30% de los
fallecidos (Arteaga et al., 1998).
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Fuente: Libro de registro del Laboratorio de Micologia, IPK

Figura 1. Numero de pacientes con criptococosis por afo diagnosticados en el
Laboratorio de Micologia del IPK.

Aunque la mayoria de los pacientes cubanos afectados por esta levadura son
adultos, también se reportan casos de criptococosis en nifios. Llama la atencién que

ninguno de ellos era seropositivo al VIH y que la mayoria carecian de antecedente de
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alguna condicién inmunosupresora, o datos de laboratorio que permitieran sospechar

su existencia en el momento de la infeccion (llinait-Zaragozi et al., 2013).

Los estudios realizados en Cuba con aislamientos obtenidos de pacientes y excretas
de palomas sefialan un predominio de la especie C. neoformans (Fernandez et al.,
1998; llinait-Zaragozi et al., 2010a; llinait-Zaragozi et al., 2010b). Otras especies de
Cryptococcus, también han sido reportadas como responsables de lesiones de piel
(Fonseca et al., 2011).

[11.3. Agente etiologico
I11.3.1. Caracteristicas

Las células del complejo de especies C. neoformans/C. gattii muestran todas las
estructuras de una célula eucariota; presentan una pared rigida constituida
fundamentalmente por glucano, rodeada por la capsula integrada por manosa, xilosa,
acido glucurénico, grupos O-acetil (GXM) y al menos dos grupos mas de
carbohidratos: galactoxilomanano (GalXM) y manoproteinas (MP) (Grinsell et al.,
2001). El GXM es el mayor polisacéarido tipo especifico producido por la levadura y
constituye el 88% de la capsula; es poco inmundgeno por si solo pero conjugado a
portadores proteicos es capaz de desencadenar respuesta de anticuerpos (Mitchel y
Perfect, 1995). Puede permanecer en los tejidos de los hospederos por largos
periodos debido a la ausencia de enzimas capaces de degradarlo (Casadevall vy
Perfect, 1998). El GalXM y las MP constituyen el 12% restante de la cdpsula. Su
estructura inmunoquimica permite la diferenciacion en cinco serotipos: A, D y AD

para la especie C. neoformans asi como B y C para C. gattii (Champa et al., 2009).

Ambas especies presentan dos tipos de reproduccién: una sexuada o anamorfa y
otra sexuada o telemorfa. La morfologia de esta ultima esta dada por hifas delgadas,

septadas con conexiones en gancho y basidios subglobulosos localizados en el
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apice, los cuales miden de 10 - 70 um de ancho cerca de la base y de 4 - 10 um de
ancho en el apice. Sobre el basidio se observan hileras de basidiosporas terminales
y sésiles en disposicion canicular (Bonifaz, 2012). En esta fase se identifican dos
tipos de hifas: MATa y MATa con dos sistemas de apareamiento alelo. A nivel
mundial predominan las células MATa tanto en muestras ambientales como clinicas
(Tay et al., 2006). Una excepcion es el hibrido AD, ya que el 68% de los aislamientos
de este serotipo poseen el alelo MATa del serotipo A y el MATa del serotipo D. Esta
diferencia en la prevalencia del tipo de apareamiento se observa también en otros
hongos patdégenos como Histoplasma capsulatum y varias especiesde dermatofitos
(Simwami et al., 2011).

La fase asexuada se multiplica mediante gemaciones o brotes, y pueden presentar
uno o mas blastoconidios unidos a la célula madre mediante un cuello estrecho y
corto. En el caso de C. neoformans, las células suelen ser ovales y miden de 3,5 -
20 um de didmetro; mientras, las de C. gattii se caracterizan por ser alargadas en

forma de cigarro (Bonifaz, 2012; Fonseca et al., 2011).

Este microorganismo necesita requerimientos nutricionales simples: fuente de
carbono, fuente de nitrégeno, pequefias cantidades de sales inorganicas y no
requiere suplementos vitaminicos por lo que se desarrolla en medios de cultivo
habituales como el agar dextrosa de Sabouraud, el agar extracto de levadura y el
agar infusién cerebro-corazon. Es inhibido por la cicloheximida y su velocidad de
crecimiento esta condicionado por la temperatura, el pH y el oxigeno, entre otros

factores (Fonsea et al., 2011).

Forma colonias mucoides, limitadas, convexas, brillantes, de color blanco crema con
aspecto de leche condensada. Cuando se siembra en medios de cultico con
sustratos fendlicos genera pigmentos de color café-marron, debido a que transforma
estos compuestos en un polimero de estructura quimica similar a la melanina (Staib,
1985; Randhawa et al., 2005; Fonseca et al., 2011).
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El complejo de especies puede identificarse con pocas pruebas bioquimicas:
asimilacion de inositol, creatinina, nitrato de potasio; produccién de ureasa, ausencia
de enzimas fermentativas, produccion de pigmentos en presencia de sustratos
fendlicos y crecimiento a 37 °C. No obstante, el perfil bioquimico presenta algunas
diferencias segun la especie. C. gattii resiste bajas concentraciones tanto de
cicloheximida como L-canavanina, asimila rapidamente la creatinina y utiliza la glicina
como unica fuente de carbono. Sin embargo, la cicloheximida y la L-canavanina
resultan muy toxicas para C. neoformans, quien ademas difiere por su habilidad de
asimilar acidos como el fumarico, el L-.malico y el succinico (Fonsea et al., 2011;
Kwon-Chung et al., 2011).

La disponibilidad actual de herramientas moleculares permitio la diferenciacion de
ocho tipos genéticos: VNI y VNII (serotipo A), VNIII (serotipo AD), VNIV (serotipo D),
VGI, VGII, VGIIl y VGIV (serotipos B y C). Estos tipos moleculares ademéas de
correlacionarse con los serotipos, parecen tener relacibn con la virulencia, la
susceptibilidad a los antifungicos y distribucion geogréfica (Meyer et al., 2003; Bovers
et al., 2008).

[11.3.2. Clasificacion taxonémica (de Hoog et al., 2009; Fonseca et al., 2011).

Fases

Nivel Asexuada Sexuada
Clase Deuteromycetes Basidiomycetes
Sub-clase Blastomycetidiae Teliomycetidiae
Orden Cryptococcales Ustilaginales
Familia Cryptococcaceae Ustiginaciae
Género Cryptococcus Fillobasidiella
Especie neoformans gattii neoformans bascillispora
Variedades grubii neoformans grubii  neoformans
(serotipos)  (A) (D) (AD) | (ByC)| (A) (D) (AD)| (ByC)




I. MARCO TEORICO
12

111.3.3. Factores de virulencia

Los factores de virulencia son aquellos que posibilitan al microorganismo sobrevivir

en el interior del hospedero y causar la enfermedad. La severidad de la infeccion

dependera de la accion simultanea de varios de estos mecanismos, de la cuantia del

inoculo y el estado inmunologico del huésped (Buchanan y Murphy, 1998).

La virulencia de Cryptococcus difiere entre los genotipos. Esto, y la aparicion de

linajes emergentes altamente virulentos estan cambiando los patrones de la

enfermedad, en cuanto al clima y al &rea en que aparecen (Simwami et al., 2011).

Entre los factores mas importantes de este agente se destacan:

Céapsula polisacaridica: Es considerado el de mayor relevancia debido a su
capacidad de inhibir la fagocitosis de la levadura por parte de las células del
sistema inmune ya que la capsula le proporciona al microorganismo una carga
fuertemente negativa que provoca repulsion electrostatica de las células
efectoras del sistema inmune. Con este efecto impide la accion de las células
efectoras y altera la presentacion del antigeno a los linfocitos T CD4. En
animales de experimentacion se demostré que los especimenes capsulados son
mas virulentos y que este efecto es directamente proporcional al tamafio de la
capsula (es tres veces mayor en los aislamientos capsulados que en los no
capsulados). Al menos cuatro genes estan involucrados en la sintesis de los
constituyentes capsulares; estos fueron denominados CAP10, CAP59, CAP60 y
CAP64. La deleccion de cualquiera de ellos da lugar a mutantes acapsulares

con menor virulencia (Barreto de Oliveira et al., 2004).

Durante la infeccion diseminada el polisacarido capsular es liberado y se
acumula en los tejidos del hospedero, donde ademas de inhibir la fagocitosis,
participa en la induccion de edema cerebral, la exacerbacion de la infeccion por

el VIH, la no respuesta de anticuerpos, la disregulacion de la secrecion de
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citosinas, asi como en la inhibicion de la migracién leucocitaria (Casadevall y
Perfect, 1998).

Sintesis de melanina: Una de las caracteristicas que diferencian los aislamientos
patdgenos de los no patdgenos es la elaboracion de un pigmento color café en
medios de cultivo que contienen sustratos fenodlicos. Esta observacion fue
sustentada por analisis genéticos que asocian la virulencia con la produccion de
fenoloxidasa, enzima que utiliza catecolaminas (noradrenalina, dopamina) como
sustratos para melanogénesis. Esta caracteristica se relaciona con el marcado
neurotropismo de Cryptococcus (Casadevall y Perfect, 1998). Polacheck y cols.
observaron que una mutante carente de fenoloxidasa fue destruida por el
sistema oxidativo de la adrenalina en presencia de un ion metalico y peréxido de
hidrogeno, mientras el tipo salvaje fue resistente; esto sugirid6 que la
fenoloxidasa puede consumir adrenalina y proteger a estas levaduras en el
SNC. Adicionalmente, la melanina tiene efectos antioxidantes, mantiene la
integridad de la pared celular, interfiere con la accién de los linfocitos T, reduce
la susceptibilidad a agentes antifiingicos, protege de las temperaturas extremas
y enmascara las levaduras depositandose en su superficie, con lo cual inhibe la

opsonizacién por anticuerpos especificos (Casadevall y Perfect, 1998).

Biotipo de apareamiento: El analisis del tipo de apareamiento en estos
microorganismos, resulta relevante ya que se ha demostrado que las células
MATa, ademas de encontrarse en mayor proporcion tanto en muestras clinicas
como ambientales, se asocian a mayor virulencia y tendencia a la diseminacion
al SNC que sus congéneres MATa (Litvintseva y Mitchell, 2009; Metin et al.,
2010; del Poeta y Casadevall, 2011).

Produccion de manitol: Las altas concentraciones de manitol en el SNC
contribuyen a través del efecto osmatico, a la producciéon del edema cerebral

gue se observa en la meningitis criptococdsica. Otro de sus efectos esta
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relacionado con la neutralizacién de radicales hidroxilicos que protegen a la
levadura de compuestos téxicos producidos durante la fagocitosis (Nosanchuk et
al., 2001).

e Otros factores implicados en la virulencia comprenden: la capacidad de
adaptarse a la temperatura del cuerpo humano (37 °C), la utilizacién de hierro y
la produccién de enzimas como las fosfolipasas, ureasa, proteinasas,
superoxidodismutasa fundamentalmente (Casadevall y Perfect, 1998). Mas
recientemente se reconocieron otros atributos que contribuyen al poder
patogénico de estas levaduras; entre ellos, los cambios en la morfologia (desde
la formacién de filamentos durante el apareamiento hasta la expansiéon de la
capsula y del tamafio celular en respuesta a determinados factores del
hospedador durante la infeccion) y la formacion de biopelicula (Kozubowski vy
Heitman, 2011; Kronstad et al., 2011).

[1l.4. Epidemiologia

Se han logrado importantes avances en el campo de los agentes antimicrobianos y el
desarrollo de vacunas; sin embargo, las infecciones emergentes y re-emergentes en
los seres humanos, el ganado y las plantas son aun cargas graves en la salud y la
economia. Hay varios factores que influyen en estos procesos. Entre los mas
importantes se encuentran la globalizacion y el aumento de la poblacién de
huéspedes inmunocomprometidos (Nosanchuk et al., 2001). Estos impactaron
significativamente en la aparicionde infecciones fungicas sistémicas durante las
dltimas dos décadas, en gran parte debido al uso generalizado de antibidticos de
amplio espectro, los avances en la atencion sanitaria y la pandemia del VIH (Cowen,
2013). Este es el caso de la criptococosis cuya incidencia a nivel mundial aumento

hace algunas décadas hasta nuestros dias.
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[11.4.1. Distribucion geogréfica

Histéricamente, los casos humanos de criptococosis a nivel mundial se atribuyen
principalmente a C. neoformans. Por el contrario, las infecciones por C. gattii ocurren
generalmente con menor incidencia y suele limitarse a las regiones tropicales y
subtropicales, donde es endémica. Sin embargo, desde 1999 cientos de infecciones
por esta especie se identificaron en Canada y en el noroeste de Estados Unidos, lo
que se ha dado a conocer como el mayor brote epidémico de infeccion fungica
conocido hasta la fecha. Este hecho constituye un cambio en la distribucion
ecolégica de la especie; adicionalmente, los estudios de proliferacion intracelular de
macréfagos murinos y ensayos en modelos animales, sugieren que dichos
aislamientos son mas virulentos en comparacion con las restantes de su especie (Lin
y Heitman, 2006).

[11.4.2. Nicho ecolégico

La especie C. neoformans se aisla de las mas disimiles fuentes naturales (del suelo,
el aire, el agua, de la leche cruda y sus derivados, frutas citricas, verduras tales
como habichuelas, remolachas, coles, rabanos, lechugas, tomates y en algunos
tubérculos como la papa). No obstante, el mayor nimero de aislamientos se reporta
a partir de excretas de aves, especialmente de palomas domésticas (Columba livia),
por lo que este constituye su nicho ecolégico mas importante entre los conocidos
(Casadevall y Perfect, 1998; Kwon-Chung et al., 2011). Esta ave, originaria de Africa,
es considerada como portadora mecanica y dispersora potencial de
C. neoformans, que aunque es incapaz de colonizarlas, sobrevive a las temperaturas
elevadas dentro de su tractogastrointestinal (41 - 42 °C). Sus heces constituyen una
fuente ambiental comun de esta levadura donde puede permanece viable hasta dos
afios (Chae et al., 2012). No obstante, los reportes cada vez mas frecuentes de
C. neoformans a partir de mas de 20 especies de arboles de diferentes familias y

géneros asi como la presencia de enzima lacasa (degradadora de lignina), hacen
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suponer que su nicho ecolégico primario pudieran ser las plantas (Lazera et al.,
2000).

El nicho ecoldgico de C. gattii fue un enigma hasta 1990 cuando los investigadores
australianos Ellis y Pfeiffer describieron por primera vez su asociacion con
Eucalyptus camaldulensis. Ellos confirmaron la presencia de basidiosporas,
suspendidas en el aire préximo a estos arboles y sugirieron que en ese reservorio
podia ocurrir la reproduccién sexual y consecuentemente la diseminacion de
propagulos al ambiente (Ellis y Pfeiffer, 1992). Posteriormente se demostré que dicha
asociacion no esta restringida a un tipo de arbol o a un area geogréfica en particular
(Lazera et al., 2000; Kidd et al., 2007). Los reportes de su aislamiento a partir de
guano de murciélago, en Brasil y de inseptos, contribuyeron al mejor conocimiento de
la diversidad de sus fuentes naturales que, curiosamente, no incluyen excretas de

aves o suelos contaminados (Hamasha et al., 2004).
[11.4.3. Mecanismo de transmision

Los estudios ambientales realizados demuestran la existencia particulas viables de
C. neoformans/C. gattii de tamafio comparable con aquellas que son capaces de
llegar a los alvéolos (menores de 5 pum). Este hecho facilita la entrada del
microorganismo por via aérea a partir de la inhalacion de particulas o aerosoles que

contengan células viables del hongo (Casadevall y Perfect, 1998; Bonifaz, 2012).

Otras vias de entrada menos frecuentes son la mucocutanea a través de
traumatismos que generalmente producen lesiones localizadas y otras como la
transplacentaria y la digestiva. Esta Ultima es la menos probable debido a la
sensibilidad de este microorganismo a la accion de las lisozimas de la saliva y al pH
de los jugos gastricos (Bonifaz, 2012). La transmisiébn de persona a persona es
excepcional y solo se ha evidenciado en individuos con trasplante de cérnea, rifion u
otros 6rganos solidos. Los reportes de transmision de animal a persona son escasos;

sin embargo resulta importante tenerlo en cuenta ya que la enfermedad también
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afecta a animales tales como gatos, perros, ganado vacuno y diferentes mascotas
(Torok et al., 2010; Litvinseva et al., 2005).

[11.5. Patogénesis

La patogénesis de la enfermedad esta dada por tres factores: el estado del sistema
inmune del hospedero, la virulencia del aislamiento y la cuantia del inéculo (del Poeta
y Casadevall, 2011).

Las basidiosporas inhaladas llegan a los alvéolos atravesando las vias respiratorias,
donde pueden ser fagocitadas por los macrofagos. Algunos micoorganismos evaden
la digestion y contindan multiplicandose en el interior de estas células por tiempo
indefinido. De esta forma se genera la primoinfeccion pulmonar, generalmente
asintomatica o subclinica (Kwon-Chung et al., 2011). Si la dosis infectante es tan
elevada que desborda las defensas celulares normales o no hay una adecuada
respuesta celular, se produce una rapida proliferacion del hongo que se disemina por
via hematica y linfatica a sitios extrapulmonares, fundamentalmente al SNC debido al

tropismo que presenta el hongo por este sistema (Casadevall, 2010)

Las bases del neurotropismo no estan bien dilucidadas, pero pudieran involucrar la
evasion selectiva de las defensas del huésped o a la presencia en estos tejidos de
catecolaminas, excelentes sustratos para la enzima fenoloxidasa. Adicionalmente, la
barrera hematoencefélica excluye de manera efectiva las moléculas de proteinas
como anticuerpos y factores del complemento, los cuales son esenciales en la
opsonizacion eficiente del hongo. Se plantea que las microglias residentes en el SNC
son capaces de fagocitar al microorganismo pero esto es criticamente dependiente
de las opsoninas. En este sistema las lesiones se desarrollan por lo general en las
meninges, nervios craneales, tallo cerebral y cerebelo, provocando

meningoencefalitis subaguda o cronica. A partir de este foco puede ocurrir
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diseminacion a otras visceras, la piel y los huesos (Dismukes, 2000; Casadevall,
2010; Bonifaz, 2012).

Adicionalmente, Rohatgi et al. demostraron que el polimorfismo FCGR3A 158 F/V
incrementa en 20 veces el riesgo de desarrollar criptococosis en los individuos
homocigoticos (Rohatgi et al., 2013). Estos hallazgos sugieren que los factores
genéticos humanos también tienen un impacto importante en la patogenia de esta
micosis (Netea, 2013)

I11.6. Manifestaciones clinicas

En general, la criptococosis puede ocurrir a partir de la progresién de la enfermedad
primaria en el contexto de la inmunosupresion o a partir de la reactivacion de una
infeccion subclinica latente. La progresion de la infecciébn y la aparicion de la
enfermedad dependen de una interaccion compleja de factores relacionados con el

huésped y el microorganismo (Gazzoni et al., 2010).

Las manifestaciones clinicas son similares tanto en los pacientes
inmunocomprometidos como en los inmunocompetentes. No obstante, las
infecciones por C. gattii pudieran distinguirse por su mayor tendencia a producir
lesiones tumorales (criptococomas), mayor compromiso neurolégico y una respuesta
mas retardada al tratamiento. A pesar de estas diferencias, la presentacion de la
enfermedad responde, independientemente del agente causal, al 6rgano mas
afectado (Torok et al., 2010).

Debido a la diversidad de érganos y tejidos que se pueden afectar por la presencia
del hongo en el curso de la enfermedad, se hace necesario establecer las diferentes

formas clinicas de esta entidad para su mejor estudio (Bonifaz, 2012).
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Criptococosis del SNC.

e Meningitis: Puede tener un curso subagudo o rapidamente progresivo, la mayoria
de los pacientes refieren cefalea intermitente frontal, temporal o retroorbitaria, con
severidad y frecuencia creciente. La fiebre es de grado variable, acompafiada de
cambios mentales. Otras manifestaciones tales como convulsiones, rigidez de

nuca, papiledema, toma de pares craneales etc pueden aparecer también.

¢ Meningoencefalitis: Es la forma mas comun y fulminante. Conduce a menudo al
coma y la muerte en corto tiempo, en algunos pacientes esto se evita con el

diagnéstico temprano y el tratamiento apropiado.

e Criptococoma: Puede producir solamente signos relacionados con la masa
intracraneal creciente: nauseas, vOmitos, cambios mentales, pardalisis,
alteraciones oculares tales como fotofobia, diplopia y nistagmo. Estos signos

aumentan gradualmente su severidad, terminando con postracion y coma.
Criptococosis pulmonar

Alrededor del 95% de los casos son asintomaticos o subclinicos. Los casos
sintométicos leves por lo general desarrollan tos, aumento de la temperatura y
discreto dolor pleural; los mas graves suelen presentar fiebre persistente, pérdida de
peso, astenia, adinamia y tos con esputo hemoptoico. Habitualmente las lesiones son
bilaterales, no da lugar a adenopatias hiliares y no afectan el mediastino. En el

menor nimero de casos puede aparecer como neumonia o criptococomas.
Criptococosis mucocutanea

La forma primaria, es una forma rara y se debe a la inoculacion del hongo a través de
una solucién de continuidad queda lugar a un complejo primario constituido por

adenitis y linfangitis. La secundaria, es mas comun y se origina a partir de una
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criptococosis pulmonar o meningea que se disemina por via hematdgena y se

manifiesta por lesiones papuloacneiforme, abscesos y Ulceras.
Criptococosis Oseay articular

Es una forma relativamente frecuente. Se origina a partir de focos pulmonares y tiene
predileccion por los huesos largos, vértebras y huesos craneales. Las artritis se
localizan preferiblemente en las rodillas, aunque se describen casos de tomas

multiples.
Criptococosis diseminada o visceral

Se presenta generalmente en pacientes con sida avanzado o con una profunda
inmunodepresion inducida por esteroides. Se producen lesiones granulomatosas en
los ojos, la prostata, el higado, el bazo, el corazéon, las glandulas suprarrenales, los

ganglios linfaticos, los intestinos y los rifiones.

[11.7. Diagndstico

El diagnostico de criptococosis con frecuencia se basa en la microscopia directa,
cultivo de muestras clinicas y la deteccion de antigeno especifico en los fluidos

corporales (Mc Taggart et al., 2011; McMullan et al., 2012).
[11.7.1. Muestras

El material mas frecuentemente procesado es el liquido cefalorraquideo (LCR).
También resultan Gtiles en dependencia de la localizacién de la lesion la sangre,
orina, lavados bronquio-alveolares, tejido subcutaneo, biopsia y material de abscesos
(Perfect, 2013; Llop et al., 2001).
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[11.7.2. Examen microscoépico directo

El LCR, la orina y los lavados bronquiales se centrifugan y el sedimento se observa
con una preparacion de tinta china o nigrosina directamente en el microscopio. La
presencia de células levaduriformes encapsuladas es facilmente identificable al no
tefirse la capsula del microorganismo. Las levaduras se presentan con gemaciones
0 no. La observacion de esta imagen en preparaciones de muestras procedentes de
lesiones cerradas o del LCR, practicamente establece el diagnostico. Otros
colorantes y soluciones utiles para el examen directo de estas muestras son la
naranja de acridina y el blanco de calcofluor (Gazzoni et al., 2010; Yugueros vy
Pincus, 2013).

En cortes histopatoldgicos por lo general se utilizan coloraciones con hematoxilina y
eosina o Papanicolau, pero debido a que las células frecuentemente son
encapsuladas se recomienda utilizar tinciones especificas para la capsula como la
mucicarmina y del &cido periédico de Schiff. Otras coloraciones para este tipo de
muestras son las de Grocot o plata menetenamina (Gazzoni et al., 2010; Perfect,
2013).

I11.7.3. Cultivo e Identificacion

Tanto la hidrélisis de la urea como la deteccion de la produccién de melanina son
caracteristicas claves que distinguen a C. neoformans y C. gattii de otras especies de

Cryptococcus y otras levaduras (Lin y Heitman, 2006; Fonseca et al., 2011).

El cultico puede realizarse en agar dextrosa de Sabouraud, agar cerebro-corazon,
agar extracto de malta, agar sangre y agar chocolate. C. neoformans es sensible a la
cicloheximida, por lo que no deben utilizarse medios que la contengan. La
temperatura de incubaciéon optima es de 28 °C a 30 °C y con frecuencia se utiliza

ademas la temperatura de 37 °C. Las colonias aparecen entre 2 y 5 dias y suelen ser
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lisas, de aspecto mucoide, brillantes, de color blanco a crema, de varios milimetros
de diametro (Llop et al., 2001; Fonseca et al., 2011).

Cuando provienen de especimenes clinicos muy contaminados o muestras de origen
saprofito, es conveniente utilizar un medio que contenga compuestos fendlicos como
el agar acido cafeico, agar semilla de alpiste negro y el agar extracto semillas de
girasol. Estos resultan de gran utilidad para su identificacién ya que en dichos medios
las colonias de C. neoformans/C. gattii producen coloracion oscura (marrdn)
(Fonseca et al., 2011).

La identificacion se realiza teniendo en cuenta el aspecto macroscopico Yy
microscépico del cultivo, la capacidad de crecer a 37 °C, la no produccion de
pseudomicelio y la determinacion a través de pruebas bioquimicas de algunas
actividades de metabolismo como: la produccion de ureasa, la asimilacion de inositol
y creatinina, la hidrdlisis de almidén y la incapacidad de fermentar los carbohidratos.
Adicionalmente se puede emplear la inoculacibn en animales para demostrar el

caracter patogénico del aislamiento (Llop et al., 2001; Fonseca et al., 2011).

Una de las caracteristicas bioquimicas que distingue C. gattii de C. neoformans es su
capacidad para inducir cambio de coloracion (del amarillo al azul) en el medio de
cultivo L-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB), aunque en ocasiones,
algunos aislamientos identificados como C. gattii mediante métodos moleculares han
mostrado una reaccién negativa sobre este sustrato (McTaggart et al., 2011). Por
otra parte, algunos autores reportan que entre el 30 y el 76% de otras especies de
Cryptococcus diferentes del complejo C. neoformans/C. gattii son capaces de
desarrollar una reaccion positiva sobre este agar (Tay et al., 2008; llinait-Zaragozi
et al., 2012)
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[11.7.4. Serologia

Para la determinacion de anticuerpos especificos circulantes se cuenta en la
actualidad con la inmunofluorescencia indirecta, la aglutinacion en tubo y la fijacion
del complemento. No obstante, su mayor utilidad radica en la evaluacion del
prondstico de la enfermedad y de la eficacia del tratamiento (Perfect, 2014; Teles vy
Seixas, 2014).

En la actualidad existen diferentes técnicas seroldgicas basadas en la determinacion
de anticuerpos especificos circulantes y la busqueda y cuantificacion del antigeno
polisacaridico en fluidos biol6gicos que proporcionan rapidez en el diagnostico
(McMullan et al., 2012; Teles y Seixas, 2014). Estas son de gran utilidad en el
diagnéstico precoz de la enfermedad. Una de las mas empleadas es la aglutinacion
de particulas de latex sensibilizadas con anticuerpos anticriptococos la cual se
aplican a todos los liquidos corporales (LCR, suero, orina, etc). Mas recientemente
se introdujo en el mercado el sistema rapido de flujo lateral para la deteccion de
antigeno el cual se encuentra actualmente en evaluacidén con excelentes resultados
(McMullan et al., 2012). El mismo resulta estable a temperatura ambiente, ofrece
resultados en solo 10 minutos y no necesita equipamiento ni personal previamente

entrenado (Boulware et al., 2014).
[11.7.5. Biologia molecular

Las herramientas moleculares son esenciales en la identificacion y los estudios
epidemioldgicos de C. neoformans/C. gattii. Para esto se utilizan en la actualidad
técnicas tales como el analisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP, de sus siglas en inglés), el andlisis del polimorfismo de la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP, de sus siglas en inglés), la
secuenciacion de los espaciadores internos de transcripcion (ITS, de sus siglas en

inglés) y mas recientemente, el andlisis de fragmentos cortos de repeticion (STR, de
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sus siglas en inglés), la tipificacion de secuencia de multilocus (MLST) entre otras
(McTaggart et al., 2011).

Algunos autores proponen el analisis de secuencia de ADN para identificar
C. neoformans y C. gattii; sin embargo, los objetivos de secuenciacion tradicionales,
tales como la region ITS y D2 de la subunidad ribosémica mayor, muestran mas de
un 99% de similitud entre las especies y subespecies. Esto sugiere el empleo de
métodos moleculares especializados con mas poder discriminatorio, tal como el
espaciador de RNA intergénico (IGS) el cual pudiera ser mas util en la diferenciacion

de aislamientos hasta nivel de subespecie (Lin y Heitman, 2006).

111.8. Tratamiento

Los datos clinicos sugieren que la respuesta a la terapia antifingica es mas lenta en
la infeccion por C. gattii que en C. neoformans lo que pudiera explicar por qué el
primero requiere tratamientos mas prolongados. Esto es corroborado por diferentes
estudios in vitro los que evidencian una menor susceptibilidad de esta especie a los

antifangicos, en particular al fluconazol (Datta et al., 2009).

El esquema de tratamiento se utiliza en la actualidad, teniendo en cuenta varios
aspectos como son la gravedad del caso, la localizacién de la infeccion y sobre todo
el estado inmune del paciente. En sentido general se recomienda la terapia
combinada con anfotericina B y 5-fluorocitosina pero ademas pueden usarse otros
antifingicos como el fluconazol o el itraconazol que por lo general se indican durante
dos semanas o hasta que exista una mejoria clinica. Como terapia de consolidacion
suele recomendarse el fluconazol por al menos ocho semanas (Perfect et al., 2014;
WHO, 2011).
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La reduccion o eliminacion del tratamiento esteroideo siempre que sea posible
cuando existe, la administracion de interferon ganma, la administracion intratecal o
intraventricular de anfotericina B y la excérisis de las lesiones han sido alternativas
empleadas en casos de fallo terapéutico. La estrategia optima para el manejo de la
hipertension intracraneal no esta bien establecida pero las evidencias indican que el

drenaje ofrece los mejores resultados (Perfect et al., 2010; Torok et al., 2010).

Se recomienda que a los pacientes infectados con VIH que presentan conteos de
células CD4 < 200 células /mL, se les administre fluconazol o itraconazol hasta lograr
un conteo normal de estas células. En paises con incidencia de criptococosis menor
del 10% se debe valorar el costo, el riesgo de aparicion de aislamientos resistentes

vs el incremento en la supervivencia (Perfect et al., 2010).

111.9. Prevencion

A pesar del incremento del arsenal antifingico, el inicio temprano de la TARVAE
constituye la estrategia preventiva mas efectiva para reducir la incidencia de la
criptococosis y la elevada mortalidad asociada a esta micosis en los pacientes
seropositivos al VIH. No obstante, antes de iniciar esta terapia, se recomienda
descartar la presencia de antigeno criptococésico en el suero o plasma de los
pacientes; en caso de ser detectado se deben realizar pruebas confirmatorias y tratar
la micosis (WHO, 2011).
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IV.1. Marco de lainvestigacion

El trabajo se desarroll6 en el LM-IPK en el periodo de noviembre 2011 a diciembre
2013. ElI mismo tuvo como antecedentes los estudios de prevalencia de
C. neoformans en muestras ambientales (llinait-Zaragozi et al., 2010b) asi como los
relacionados con los aislamientos clinicos obtenidos durante el servicio de
diagnéstico y referencia que se realiza en dicho laboratorio desde hace mas de 20
afios (Torres, 2002).

IV. 2. Disefio de la investigacion

Se realizé un estudio longitudinal descriptivo. EI mismo comprendio la identificacion y
caracterizacion de levaduras causantes de criptococosis sistémica o profunda, la
determinaciéon de los aspectos microbiolégicos y clinico-epidemiolégicos de interés
relacionados con esta entidad entorno a los aislamientos incluidos en el presente
estudio, asi como la identificacion de levaduras de este género recuperadas a partir
de muestras ambientales (detritos vegetales). Durante su realizacién se siguid la

secuencia de trabajo segun aparece en el anexo 1.

IV.3. Universo y muestra de estudio

Estuvo compuesto por 25 aislamientos levaduriformes obtenidos a partir de LCR y
hemocultivos recibidos en el LM-IPK como parte del servicio de diagnostico y
referencia procedentes del area de hospitalizacion del propio IPK asi como de otros

hospitales de La Habana y provincias de Cuba.

Para el estudio ambiental se recolectaron 200 muestras de 146 ejemplares adultos
de plantas con cavidades o ranuras profundas en el tronco que se encontraban en

areas publicas de los municipios Playa y La Lisa, La Habana. Quedaron incluidos: 28
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ocujes (Callophyllum inophyllum), 29 almendros de la India (Terminalia cattapa), 16
majaguas (Talipariti elatum), 13 mangos (Manguifera indica), 9 flamboyanes (Delonix
regia), 15 robles blancos (Tabebuia pentaphylle), 13 chefleras (schefflera arboricola),
12 tulipanes africanos (Spathodea campanulata) y una de cada una de las siguientes
especies: casuarina (Casuarina equisetifolia), uva caleta (Coccoloba uvifera),
tamarindo (Tamarindus indica), zapote (Diospyros digyna), anon (Annona
squamosa), guandbana (Annona muriceta), mamey (Pouteria sapota), aguacate
(Persea americana), cocotero (Cocos nucifera), guasima (Guazuma ulmifolia) y

algarrobo (Prosopis sp.).

IV.4. Obtencién del material biolégico y preparaciéon del banco de trabajo

Aislamientos de muestras clinicas: Estos se encontraban conservados a temperatura
ambiente en tubos con agar dextrosa de Sabouraud simple (ADSS) (anexo 2) y se
procesaron segun los procedimientos de operaciones normalizados en el LM-IPK.
Previo al estudio se transfiieron mediante siembra por estrias de maximo
agotamiento a placas de Petri con el mismo sustrato, con el fin de comprobar la
pureza y viabilidad de los cultivos.

Aislamientos de muestras ambientales: Para la recoleccion de las muestras
ambientales se utilizaron frascos plasticos de boca ancha con tapa de rosca estériles
y cucharila de metal. Las mismas se obtuvieron mediante recoleccion de
aproximadamente 1-3 g de detritos acumulados en las oquedades y ranuras
detectadas a una altura = 1 m con relacién al suelo en el tronco de los arboles. Las
muestras se transportaron al LM-IPK y se procesaron en un tiempo no mayor de
24 h, segun lo descrito en la literatura consultada (Randhawa et al., 2005).
Brevemente, se peso 1 g de materia organica y se suspendié en 10 mL de solucion
salina estéril (SSE) que contenia 25 mg/L de gentamicina, se agitd vigorosamente y
se dej6 reposar por 30 min, a partir del sobrenadante se prepard una dilucion 1:10 en

SSE y se inocularon100 puL en placas de Petri con medio minimo de agar acido
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caféico (AAC) (anexo 2)(Vidotto et al., 2004). Cada muestra se sembré por duplicado
y las placas se mantuvieron en la oscuridad a 35 °C hasta 10 dias. Mediante examen
estereoscopico diario se seleccionaron las colonias con caracteristicas morfologicas
compatibles con las producidas por las levaduras del género Cryptococcus (colonias
redondas, superficie lisa, himedas con aspecto cremoso y consistencia mucoide o

no, bordes regulares, color del beige a carmelita intenso)(Randhawa et al., 2005).

Cepas controles: Hasta el momento del estudio, las mismas se encontraban
conservadas en agua destilada estéril a temperatura ambiente. Se emplearon para

garantizar la calidad de los procedimientos segin se muestra a continuacion.

Cepa Cadigo Empleada en:

C. neoformans var. grubii (A) NIH 18 A Tubo germinativo (-)
Filamentacion (-)
Termotolerancia a 37 °C (R)
Prueba de urea (+)
Asimilacién de fuentes de carbono (*)
Fenoloxidasa (+)
CGB ()
Amplificaciéon de URA5
Amplificacién de STE20

C. neoformans var. neoformans (D) NIH 52 D CGB (-)

C. gattii (B) LM-IPK 0135 CGB (+)
Cryptococcus laurentii LM-IPK 027 Termotolerancia (S)
Candida albicans ATCC 90028 Tubo germinativo (+)

Filamentacion (+)

Prueba de urea (-)

Asimilacion de fuentes de carbono (*)
Fenoloxidasa (-)

NIH = cédigo de la coleccion de la Unidad de Micologia del Instituto Pasteur, Paris; LM-IPK = cédigo del
LM-IPK, La Habana; ATCC = cdodigo de la Coleccion de Cultivos Tipos, EEUU; (*) = segun el patrén de
crecimiento (de Hoog et al., 2009); CGB = agar canavanina-glicina-azul de bromotimol; (+) = positivo;

(-) = negativo; (S) = sensible; (R) = resistente
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Preparacién del banco de trabajo: Los cultivos incluidos en este trabajo se
transfirieron de forma independiente a placas con ADSS mediante estria de maximo
agotamiento sobre la superficie del medio y se incubaron a 28 °C durante 48 — 72 h.
De cada placa, se tomé una colonia aislada la cual fue replicada sobre 3 cufias de
ADSS que se mantuvieron a temperatura ambiente hasta el momento de su

utilizacion.

IV.5. Identificacion de los aislamientos
IV.5.1. Método convencional

IV.5.1.1. Pruebas morfologicas: Comprendié el examen macroscépico Yy
estereoscopico las colonias en las placas de ADSS para evaluar las caracteristicas
culturales y descartar la posibilidad de asociacion de mas de un microorganismo
levaduriforme. Una vez seleccionados los cultivos con caracteristicas compatibles
con Cryptococcus spp. se realizG: i) examen microscopico directo entre cubre- y
porta- objetos con agua destilada (Koneman y Robert, 1987), ii) prueba de formacion
de tubos germinativos (McGinnis, 1980) vy iii) estudio de filamentacién (Koneman vy

Robert, 1987) las cuales se detallan en el anexo 3.

IV.5.1.2. Pruebas fisioldgicas y bioquimicas: Comprendi6é la i) deteccién de la
capacidad de crecer a temperaturas criticas (Rippon, 1998), ii) la produccion de
ureasa (Koneman y Robert, 1987), iii) la produccion de fenoloxidasa (Kwon-Chung et
al., 2011), iv) la capacidad de asimilar glucosa, galactosa, lactosa, inositol, maltosa,
celobiosa, rafinosa, melibiosa, trehalosa, melizitosa y xilosa (McGinnis, 1980) y v) el

crecimiento en agar CGB (Kwon-Chung et al., 1982) (anexo 4).

A los aislamientos reconocidos como Cryptococcus mediante estas pruebas, se les
practicoO otras confirmatorias y de caracterizacion, asi como determinacion de la

susceptibilidad in vitro.



IV. MATERIALES Y METODOS
30

IV.5.2. Identificacion y caracterizacion molecular

Extraccion de ADN (Mihara et al., 2012): Se extrajo ADN a los aislamientos clinicos
identificados previamente como Cryptococcus por los métodos descritos antes. Los
mismos se sembraron en tubos de 16 x 120 mm con tapa de rosca con cufias de
ADSS hasta que el crecimiento cubrié la mitad de la superficie (aproximadamente
una semana a 28 °C). Se utiliz6 el estuche comercial High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Alemania) segun la metodologia descrita por el fabricante. El
ADN se cuantific6 por espectrofotometria (Jasco V-630, Jap6n) y se mantuvo a

-20 °C hasta su utilizacion.

IV.5.2.1. Identificacion del complejo C. neoformans/C. gattii mediante

amplificacion del fragmento URAS (Mihara et al., 2012).

Todos los aislamientos previamente identificados como Cryptococcus fueron
sometidos a la amplificacion del fragmento URAS. Para esto se partié de 50 ng ADN
molde, solucién amortiguadora (10 mM Tris-HCI; pH 8,3, 50 mM KCI; y 50 ng de cada
cebador: ura5-f y ura5-r (ver secuencia en anexo 5). Se utilizé6 el programa de
amplificacion: 1 ciclo a 94 °C por 3 min, 35 ciclos de 94 °C por 45 s, 61 °C por 1 miny
72 °C durante 2 min, seguido por 1 ciclo de 72 °C por 10 min. Se utiliz6 como
marcador molecular 100 bp Ladder (Invitrogen, EUA).

IV.5.2.2. PCR especifica para la secuenciacién de la regién espaciadora de
transcripcion interna (ITS1/5.8S/ITS2) (Katsu et al., 2004).

Este método se empled para la identificacion de los aislamientos para los cuales no
se obtuvo amplificacion de URAS y cuya identificacion fue discordante por métodos
convencionales. EI ADN de los aislamientos, fue sometido a una PCR con los
cebadores ITS1 e ITS4 (ver secuencia en anexo 5). Los productos amplificados
fueron purificados mediante el empleo del estuche comercial QIAquick® PCR
Purification Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Con

posterioridad fueron empleados en reacciones de secuenciacién nucleotidica. Para
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dichas reacciones se utilizaron los mismos cebadores que en la PCR para obtener

secuencias en ambos sentidos.

Se prepararon mezclas constituidas por 5 pmoles de cada uno de los cebadores
especificados, 8 pL de la mezcla de reaccion de secuencia DTCS Quick Star Master
Mix (suministrada con el Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit,
(Beckman Coulter, EEUU), 5 uL de ADN purificado (aproximadamente 100 ng) y
6 UL de agua libre de nucleasas para PCR, para completar 20 yuL de reaccion. La
reaccion de secuencia consté de una desnaturalizacion por dos min a 96 °C, seguida
de 50 ciclos con 20 s de desnaturalizaciéon a 96 °C, 20 s de hibridacién a 50 °C y
4 min de extension a 60 °C. Una vez concluida la reaccion de secuencia se realiz6 la
purificacion del producto siguiendo el protocolo descrito en el estuche comercial
DTCS Quick Star Master Mix (Beckman Coulter, EEUU).

La corrida de la reaccion de secuencia se realizé en un secuenciador automatico
Beckman Coulter modelo CEQTM 8800 (EEUU) y se utilizd el procedimiento de
analisis de datos crudos para productos de la PCR. Las secuencias nucleotidicas
obtenidas se introdujeron en un programa de alineamiento local basico (BLAST, de
sus siglas en inglés) y se compararon con todas las secuencias disponibles en las
bases de datos del sitio de internet http://www.ncbi.nih.gov. Finalmente se definio la

especie correspondiente a cada aislamiento.

IV.5.2.3. Determinacion del tipo de apareamiento mediante PCR (Barreto de
Oliveira et al., 2004; Bovers et al. 2008)

Se determind la presencia delos alelo MATa yMATa del locus STE20 en los
aislamientos identificados como C. neoformans. Se emple6 50 ng ADN molde;
solucion amortiguadora (10 mM Tris-HCI; pH 8,3; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,), 1 mM
de dNTP; 2,5 mM MgCl,; 1,5 U AmpliTaq ADN polimerasa y 50 ng de cada cebador:
JOHE7270/JOHE7272 (aA) y JOHE7264/JOHE7265 (aA) (ver secuencia en

anexo 5). El protocolo consistié en 5 min a 96 °C, seguido de 30 ciclos de 30 seg a
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igual temperatura, 66 °C por 30 seg y un paso final de extension a 72 °C por un

minuto.

IV.5.2.4. Amplificacion al azar de ADN polimérfico mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (RAPD-PCR de sus siglas en inglés) con el cebador M13
(Meyer, 2003)

La mezcla de reaccion (50 pL) contuvo: MgCl, 1,5 mmol/L; dNTP 1,5 mmol/L; 10 uL
de solucion amortiguadora GoTaq® Flexi Green, GoTag® Flexi ADN polimerasa
(Promega) 2 U; cebador (ver secuencia en anexo 5) 100 pmol/L y 5 uL (10 ng/uL) de
ADN molde. El programa de amplificacion constdé de 3 min a 94°C, seguido de un
segundo paso de 40 ciclos (30 s a 94°C, 60 s a 50°C, 90 s a 72°C) y finalmente
5 min a 72°C.

Los patrones obtenidos fueron introducidos al programa BioNumerics. Se utilizo el
coeficiente de similitud de Dice y el andlisis de agrupamiento con el algoritmo
UPGMA para la construccién del dendograma de similitud entre los aislamientos

analizados.

Visualizacion de los fragmentos amplificados: En cada caso (amplificacion de
URADS, determinacion del tipo de apareamiento y RAPD-PCR) el ADN amplificado se
visualiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa con solucion amortiguadora de
tris-borato-EDTA (TBE) tefiida con bromuro de etidio (0,5 mg/L) al 3%, 1,4% y 2%
respectivamente. La corrida de los acidos nucleicos, se ajusto a 60 V por 2 h y los
resultados fueron foto- documentados (FireReader version 15.08, UVltek,

Cambridge, UK) para su posterior analisis.
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IV.6. Determinacion de la susceptibilidad a antifingicos

Se determin6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) frente a 5-fluorocitosina,
anfotericina B, fluconazol, itraconazol y voriconazolmediante el método comercial
ATB™ Fungus 3 (bioMérieux, Marcy, |'Etoile, Francia) siguiendo la metodologia

descrita por el fabricante la cual se describe brevemente en el anexo 6

La CMI se estimé mediante lectura visual al comparar el grado de crecimiento en
cada una de las cupulas en relacién a las cupulas controles. El resultado se expreso
cuantitativamente segun las siguientes definiciones:

- No reduccion de crecimiento: 4

- Ligera reduccion de crecimiento: 3

- Marcada reduccion de crecimiento: 2

- Crecimiento muy débil: 1

- Ausencia de crecimiento: 0

La CMI de la anfotericina B, correspondié con la concentracibn mas baja del
antifingico que permitié obtener una inhibiciébn completa del crecimiento (codificacion
0) y para los restantes antifingicos con la concentracibn mas baja con la cual se
alcanz6 codificacion 2 6 menor. Para la clasificiacion de los aislamientos como
sensible o resistente, se siguieron los valores de corte establecidos por Espinel-
Ingroff, et al., 2012a y Espinel-Ingroff, et al., 2012b segln se expresa en la siguiente

tabla.
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Valores de corte epidemiolégicos del complejo de especies C. neoformans/
C. gattii frente a la anfotericina B, 5-fluorocitosina, itraconazol, voriconazol y

posaconazol mediante el empleo del método de microdilucion en medio liquido
segun CLSI.

ug/mL
Antifungico
C. neoformans C. gattii C. neoformans/gattii

Anfotericina B 0,5-1 0,5-1 0,5-1
5-fluorocitosina 8-16 4-16 4-16
Fuconazol 4 4-8 4-8
ltraconazol 0,12 0,12-0,5 0,12-0,5
Posaconazol 0,06-0,12 0,12 0,06-0,12
Voriconazol 0,03-0,06 0,06-0,12 0,03-0,12

IV.7. Recoleccién de los datos clinico — epidemioldgicos de los pacientres con

diagnéstico confirmado de infeccidén porC. neoformans/C. gattii

Los datos se recogieron mediante la revision de las historias clinicas de los pacientes
con diagnéstico confirmado de criptococosis por C. neoformans/C.gattii. Toda la
informacion se compilé en una hoja de recogida de datos creada al efecto (anexo 7)

para facilitar el analisis.

IV.8.Andlisis estadistico

Para el procesamiento de la informacion se empleé el sistema operativo de
Windows XP, se resumieron las variables de estudio mediante una base de datos

creada al efecto. Se calcularon las frecuencias absolutas y porcentajes para



IV. MATERIALES Y METODOS
35

comparar los valores de susceptibilidad entre los aislamientos. En el anexo 8 se

detalla la operacionaliacion de las variables estudiadas.

IV.9. Consideraciones éticas

En este estudio se emplearon los aislamientos clinicos obtenidos durante el
desemperio del laboratorio en las actividades de diagndstico y referencia los cuales
forman parte de la coleccién de cultivos de hongos del LM-IPK. Se garantizo la
confidencialidad de los datos sobre los aislamientos y el anonimato de los pacientes.
Los especimenes fueron procesados de forma numérica, nunca con el nombre del
paciente y los datos personales obtenidos durante la investigacion solo fueron

utilizados por el investigador principal con fines cientificos.

Los trabajos que conllevaron recoleccién de las muestras vegetales se realizd previo
adiestramiento por personal experimentado tanto en esta actividad como en el
procesamiento de las muestras. Se garantizo la conservacion y proteccion de la flora
y se evitaron dafios o perjuicios al medio ambiente de acuerdo a lo establecido en el
articulo 17 de la Declaracién universal de las normas de bioética en su 4ta edicidén
(2004).

Durante todo el trabajo experimental se cumplieron las buenas practicas de
laboratorio y todas las medidas de bioseguridad durante la manipulacion de
microorganismos segun los niveles de riesgo establecidos por la lista oficial de
agentes biolégicos que afectan al hombre, los animales y las plantas de la

Resolucién No. 38/06 del Ministerio de Ciencia Tecnologia y Medio Ambiente.

El proyecto del cual se deriva este trabajo fue aprobado por los Comités Cientifico y

de Etica de la Investigacion del IPK (anexos 9y 10)
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V.1l. Identificaciéon convencional de las levaduras recuperadas a partir de

muestras clinicas y ambientales

De los 25 aislamientos clinicos levaduriformes trabajados en el LM-IPK durante el
periodo que comprendi6 este estudio, 16 (64%), mostraron caracteristicas
compatibles con Cryptococcus spp. tanto al examen macroscoépico (colonias de 1 — 5
mm de diametro, ligeramente convexas, de aspecto cremoso, lisas, brillantes,
limitadas, de color blanco-crema y consistencia mucoide), microscopico (levaduras
redondeadas u ovoides de 3,5 hasta 20 um de diametro con célula hija generalmente
Unica unida a la célula madre mediante un cuello estrecho y corto) asi como los

resultados de las pruebas fisioldgicas y bioquimicas (tabla 1).

De acuerdo a la seleccion inicial (crecimiento levaduriformes de aspecto cremoso, de
color beige a marron intenso en AAC), el 9% (18/200) de las fuentes ambientales
muestreadas arrojaron una 0 mas colonias con caracteristicas compatibles con las del
complejo C. neoformans/C. gattii. No obstante, de estas solo 5 (27,7%) fueron
presuntivamente identificadas como Cryptococcus spp. mediante los métodos
convencionales empleados (3 procedentes de almendros, 1 de mango y 1 de
flamboyan); en tanto que el 72,3% restante correspondieron con otras especies de
levaduras y bacterias (tabla 2).

36



Taba 1. Resultados de las pruebas fisiolégicas y bioquimicas empleadas para la identificacion de la especie de los aislamientos estudiados

mediante pruebas convencionales. Los resultados fueron interpretados seguin de Hoog y cols, 2009.

Aislamientos Asimilacion de hidratos de carbono _ _ Crecimiento FO CGB Identificacion
Glu Gal Sac Mal Cel Tre Lac Mel Raf Mez Xil Ara Eri  MDG Ino 37 °C

1 + + + + + _ _ _ + + + + _ + + + + - C. neoformans
2 + + + + - - - - + + + + - + + + + - C. neoformans
3 + + + + - - - - - + + + - + + + + + C. gattii

6 + + + + - + - - - + + - - + + + + - C. neoformans
7 + + + + - - - - + + + - - + + + + - C. neoformans
g + + + + - - - - + + + - - + + + + - C. neoformans
12 + + + + - + - - - + + - - + + + + - C. neoformans
13 + + + + - - - - + + + - - + + + + - C. neoformans
22 + + + + - - - - + + + - - + + + + - C. neoformans
25 + + + + _ + _ _ _ + - - i é + + - C. albidus

31 + + + + - - - - + + + - - + + + + - C. neoformans
32 + + + + - - - - + + + - - + + + + - C. neoformans
33 + + + + + + - - é + - - + + + + - C. neoformans
34 + + + + - + _ _ _ + + - _ + + + + - C. neoformans
35 + + + + - + - - + + + - - + + + + - C. neoformans
36 + + + + - + - - - + + + - + + + + - C. neoformans

Glu = glucosa; Gal = galactosa; Sac = sacarosa; Mal = maltosa; Cel = celabiosa; Tre = trehalosa; Lac = lactosa; Mel = melibiosa; Raf = rafinosa; Mez = melezitosa;
Xil = xilosa; Ara = arabinosa; Eri = eritritol; MDG = ; Ino = inositol;, FO = fenoloxidasa; CGB = L-canavanina-glicina-azul bromotimol

L€
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Tabla 2. Resultados de las pruebas fisioldgicas y bioquimicas empleadas en la

identificacion degénero de los aislamientos de origen ambiental estudiados
mediante pruebas convencionales.

Aislamientos Crecimientoa Pigmentacion  Asimilacion Hidrélisis de Filamentacion en
ambientales 37°C en AAC de inositol laurea AHM+Tg
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AAC = agar acido cafeico; AHM+T80 = agar harina de maiz con tween 80

V.2. Identificacién molecular

La cantidad de ADN obtenido en cada caso arroj6 concentraciones entre
23,4 pg/mL y 88,8 ug/mL (media 38,5 pg/mL). Por su parte, la evaluacion
electroforética demostro integridad del material genético y baja contaminacién con

proteinas y ARN (datos no mostrados).
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Amplificacion del gen URAbS: Esta herramienta demostro la presencia de una banda
de 800 pb en 13 de los 21 aislamientos estudiados (figura 1). La misma no pudo ser
detectada en ninguno de los especimenes recuperados a partir de muestras
ambientales (datos no mostrados) ni en los aislamientos 25, 33 y 34 procedentes de
muestras clinicas. Estos dltimos fueron sometidos a secuenciacion nucleétidica del

fragmento ITS1-5,8S-ITS2 del ARNr en tanto los restantes se descartaron.

33 12 13 22 34 31 32 (C+

800 bp

Figura 1. Visualizacion mediante corrida electroforética de los fragmentos

amplificados del gen URAS.

Secuenciacion del fragmento ITS1-5,8S-ITS2 del ARNr: Los aislamientos N° 25 y 33,
presuntivamente identificados como C. albidus y C. neoformans respectivamente
mediante los métodos convencionales, presentaron una identidad del 100% (321/321)
con Candida haemulonii (nidmero de acceso JX459689.1). Por su parte el aislamiento
N° 34 previamente identificado como C. neoformans, pero para el cual no se obtuvo
amplificacion de URAD5, tuvo un 99% (501/503) de identidad con C. neoformans var.
grubii (numero de acceso CP003821.1). Finalmente, la secuenciacion del aislamiento
N° 3 corrobor6 la identidad del mismo como C. gattii (100% de similitud con el
aislamiento de esta especie inscrito bajo el nUmero de acceso KC424622—-KC424635
del Genbank). En la tabla 3 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos

entre los métodos de identificacion empelados.



V. RESULTADOS

40

Tabla 3. Comparacion de los resultados obtenidos mediante la identificacién por los métodos

convencionales y moleculares.

Aislamiento (_)riger] del Convencional Amplificacion Secuenciacién Identificacion
N° aislamiento URA5S ITS1-5,8S-1TS2 final
1 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
2 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
3 clinico C. gattii + C. gattii C. gattii
6 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
7 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
9 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
12 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
13 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
22 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
25 clinico C. albidus - Candida haemulonii  Candida haemulonii
31 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
32 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
33 clinico C. neoformans - Candida haemulonii  Candida haemulonii
34 clinico C. neoformans - C. neoformans C. neoformans
35 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
36 clinico C. neoformans + C. neoformans C. neoformans
Ambiental  Cryptococcus sp. - NR no Cryptococcus
Ambiental  Cryptococcus sp. - NR no Cryptococcus
Ambiental  Cryptococcus sp. - NR no Cryptococcus
Ambiental Cryptococcus sp. - NR no Cryptococcus
Ambiental  Cryptococcus sp. - NR no Cryptococcus

Nota: Se destacan los resultados discordantes entre el método convencional y el molecular.
NR: No realizada

V.3. Caracterizacién molecular

Serotipo y tipo de apareamiento: Los estudios moleculares que se realizaron en este

trabajo para determinar el serotipo y tipo de apareamiento de los 13 aislamientos

identificados previamente como C. neoformans, demostraron que todos pertenecen al

serotipo A (var. grubii) y son portadores del alelo MATa.
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Caracterizacion con M13-PCR: La figura 2 muestra los patrones genéticos y el
dendograma de similitud resultante del andlisis de los aislamientos mediante esta
herramienta molecular. La misma permitié reconocer nueve patrones diferentes entre
los especimenes del complejo C. neoformans/C. gattii estudiados, los cuales
incluyeron seis aislamientos con patrones Gnicos (aislamientos N° 3, 12, 13, 34, 35y
36) y 3 agrupaciones con patrones diferentes: patrén | (aislamientos N° 7, 22 y 32);
patron Il (aislamientos N° 1, 2 y 9) y patron Il (aislamientos N° 6 y 31).
Adicionalmente, los aislamientos identificados como C. haemulonii mostraron huellas
genéticas similares, por lo que conformaron también una agrupacion.

M 13 M13

2.8 8.8

60
65

Cnl
Cn2
Cn9
Cn 12
Cn 35
Cn 34

l l

— 3 e
m ! B Cn 36
| Cn13
_______[:::::: [ Cg3
|1 . Cn 31
| | | Cné
| | cn22
|| | Cn 32
f| | ¢Cn7

| ] Ch 25
| | Ch 33

Cn = Cryptococcus neoformans; Cg = Cryptococcus gattii; Ch = Candida haemulonii

Figura 2. Resultados obtenidos mediante la caracterizacion con M13-PCR. A la
derecha los patrones moleculares obtenidos y a la izquierda el dendograma de
similitud entre los aislamientos analizados con el empleo del programa informatico

BioNumerics.
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V.4. Evaluacién de la susceptibilidad para los aislamientos previamente

identificados como C. neoformans/C. gattii

Los resultados de susceptibilidad frente al panel de antifingicos contenidos en la
galeria del método comercial ATB Fungus 3 se representan en la tabla 4. La misma
muestra que el valor de CMI coincidié con la menor concentracion de cada droga en

cuestion utilizada en el sistema frente a todos aislamientos estudiados.

Tabla 4. Comportamiento de la susceptibilidad de los 14 aislamientos de

C. neoformans/C. gattii estudiados frente a los antifingicos contenidos
en la galeria del método comercial ATB Fungus 3.

CMI (ng/mL) 5FC Flu AnfB Itr Vor
0,06 13
0,12 13 13
0,5 13 13 13

1 13 13 13 13
2 13 13 13 13
4 13 13 13 13 13
8 13 13 13 13
16 13 13 13

32 13

64 13

128 13

5FC = 5-fluorocitosina; Flu = fluconazol; AnfB = anfoetricina B; Itr = Itraconazol; Vor = voriconazol

V.5. Datos clinico-epidemioldgicos recogidos de las historias clinicas de los
pacientes con diagndstico confirmado de criptococosis por C. neoformans/
C. gattii.

A partir de la revisibn de la historia clinica de los pacientes con diagnéstico de
criptococosis confirmado microbiolégicamente se constataron los datos expresados
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en la tabla 5. Ademas, se evidencié la presencia de infecciones concomitantes de

origen bacteriano, micatico, viral y parasitario en los pacientes con sida (figura 3).

Tabla 5. Analisis porcentual delos resultados obtenidos mediante el examen
directo con nigrosina y el cultivo en ADSS delas muestras de LCR

recibidas en el LM-IPK.

Pacientes con sida Pacientes sin sida
Método
n=10 % n = 4* %
Examen directo 9 90 2 66,6
Cultivo 10 100 3 100

Fuente: Historia clinica de los pacientes.

Los porcentajes fueron calculados en base al nimero total de pacientes con y sin sida
respectivamente

*En uno de los casos no se pudo recoger los datos de la historia clinica

Tipo de Infeccion

Neumonia
Candidiasis
urogenital
Hepatitis B '

Neurotoxoplasmosis '

Tuberculosis

Candidiasis oroesofagicas

0 1 2 3 4 5
Ne° de pacientes

Fuente: Historia clinica de los pacientes

Figura 3. Infecciones referidas en las historias clinicas de los pacientes con sida en el

momento del diagndstico de criptococosis o durante la evolucion de la misma.
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La media de la edad fue 35,2 afios para los pacientes con sida y 46,6 afios en los
seronegativos al VIH. En ambos grupos predomind el sexo masculino (2,3:1 y 3:1
respectivamente). El 53,8% de los pacientes procedian de La Habana, en tanto que

los restantes pertenecian a provincias centro-orientales (tabla 6).

De manera general, el principal factor predisponente para el desarrollo de
criptococosis fue la infeccion por el VIH (71,4%). Entre los individuos seronegativos a
este virus, se constatd el antecedente de tratamiento con esteroides (paciente con
psoriasis) y de trasplante renal. En dos de los pacientes no se referencié ninguna

enfermedad de base (tabla 6).

En ningun caso las historias clinicas reflejaron antecedentes de contacto directo o
indirecto con palomas o0 sus excretas. Como datos epidemiologicos de interés se
registré la visita del paciente N° 3 a Honduras (2003-2005) y Guatemala (2007-2009)
donde trabajé como médico general y la procedencia de Angola del paciente N° 8
(tabla 6).

Al menos el 50% de los pacientes con VIH presentaron como manifestaciones clinicas
mas frecuentes al ingreso cefalea, fiebre y focalizacion neuroldgica. Por su parte, en
los pacientes VIH negativos predominaron estos Ultimos ademas de los signos

meningeos Y las alteraciones de conciencia (tabla 6).

En 11 de los pacientes se utiliz6 como terapia de primera linea la anfotericina B
(0,5-1 mg/kg/d) al menos durante 2 semanas. La misma se asocié al fluconazol
(6 — 12 mg/kg/d) en 10 de los casos estudiados. Esta ultima droga fue utilizada
también como terapia de mantenimiento en los pacientes con sida. Solo en dos de los
casos se Uutilizé la monoterapia con anfotericina B y fluconazol de manera
independiente con dosis iguales a las referidas anteriormente. En el caso del paciente
N° 3 se aplicaron también otras alternativas terapéuticas de mas reciente generacion:
anfotericina B liposomal (3 mg/kg), voriconazol (800 — 600 mg/d), intacglobin (50 y

400 mg/kg de peso corporal una vez al dia durante 5 dias consecutivos) e IFNy



Tabla 6. Datos clinico-epidemiologicos extraidos de las historias clinicas de los pacientes con sospecha de meningoencefalitis por

C. neoformans/gattii

Paciente
Datos - -
1 2 3 6 7 9 12 13 22 31 32 34 35 36

Edad (afios) 26 21 56 48 56 27 69 47 27 33 25 aislamient 30 37
/2]
% Sexo F M M F M M M M M F F M M M
]
$ Provincia Hab Hab VC Hab Hab Stgo Hab Angola Hab Hab Cam Cam Hab Mtz
O

Antecedentes VIH VIH - VIH VIH VIH  Psoriasis VIH VIH VIH - Trasplante VIH VIH
o Sintomas generales X X - - - - - - X X X - - -
o
53 Cefalea - - X - X X - X X X X - X X
w
- Fiebre X X X X - X X - - - - - X X
[}
g Fotofobia - - X - - - - - - - - - - -
€ . -
‘w Nauseas y vomitos X - - - - - - - X X X - X -
/2]
% Alteraciones de conciencia - - X - X X X - - X X - X -
=2
g Signos meningeos - - - X - - X - - - X - X -
& Focalizacion neuroldgica - X X X X X X - X - X - X -
§ Favorable X - - X X - - X X X - - X
(_gj Torpida - X X - - X - - - - - - X -
>
W Fatal - X X - - - - - - X - - X -
g Ataque Flu AnfB/ AnfB/ AnfB/ AnfB/ AnfB/ ) AnfB/ AnfB/ AnfB/ AnfB/ . AnfB/  anmB
kS Flu Flu Flu Flu Flu Flu Flu Flu Flu Flu
g AnfB L
E Mantenmiento Flu - Flu/ Flu Flu Flu - Flu - Flu - - - -

Vor

Hab = La Habana; VC = Villa Clara; Stgo = Santiago de Cuba; Cam = Camagley; Mzt = Matanzas.
Sintomas generales: malestar general, decaimiento, pérdida de peso; Signos meningeos: rigidez de nuca, vémitos en proyectil
Flu = fluconazol; AnfB = anfotericina B; AnfBL = anfotericina B liposomal; Vor = voriconazol

* = No se obtuvo acceso a la historia clinica del paciente. Los datos contenidos en la tabla se encontraban referidos en sendas érdenes de anélisis.

1%
sopejnsay
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recombinante (200 mg subcutaneo tres veces por semana durante dos meses). El
21,4% de los pacientes presentaron cuadros de recurrencias y hasta la fecha han
fallecido cuatro de ellos (28,5%) (tabla6)

A todos los pacientes se les indicé hemograma con diferencial y eritrosedimentacion
(VSG). En 10 pacientes (71,4%) las principales alteraciones encontradas fueron la
anemia y la VSG acelerada. En nueve de los diez pacientes con sida se constato

leucopenia, no asi en los seronegativos al VIH.

Se analiz6 como complementario de mayor interés el estudio del LCR. El andlisis
evolutivo tuvo tendencia a la normalizacion en siete pacientes, con excepcion de los

gue presentaron fracaso terapéutico (tabla 7).

Tabla 7. Estudio citoquimico del LCR en pacientes con criptococosis meningea

en el momento de diagnostico de la enfermedad.

Parametros Pacientes con sida  Pacientes sin sida
(n=10) (n=4)*
N % N %
Proteinas > 0,45 g/L 10 100 3 75
Glucosa < 2,0 mmol/L 3 30 0 0
Células > 5 cel/mm?® 9 90 2 50
Pandy positivo 7 70 2 50

Fuente: Historia clinica de los pacientes.
*En dos de los casos no se pudo recoger los datos de la historia clinica

Se corroboré que la mayoria de los indiiduos coinfectados con VIH presentaban

conteos de TCD4+ por debajo de los limites normales (tabla 8).
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Tabla 8. Conteo de células TCD4" en pacientes con criptococosis meningea.

Valores de CD4" Pacientes con sida Pacientes sin sida
(n=10) (n=4)*
N % N %
3
<200 cel/mm 9 90 0 0
3
200- 500 cel/mm 1 10 0 0

3
> 500 cel/mm 0 2 50

Fuente: Historia clinica de los pacientes.
*En 2 de los casos no se pudo recoger los datos de la historia clinica
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En las ultimas décadas, la incidencia de la criptococosis y su repercusion como
problema en la salud publica se increment6 considerablemente a nivel mundial. Son
multiples los factores que favorecieron este incremento, pero ninguno de ellos tuvo
un impacto tan profundo como el de la epidemia del sida que comenzé a inicios de la
década de 1980 (Vidal et al., 2013). La introducciéon de la TARVAE, modificd
sustancialmente la historia natural de la infeccién por el VIH e incidié positivamente
en la disminucion en hasta un 50% el riesgo de contraer criptococosis en este grupo
de pacientes (Park et al., 2009; Vidal et al., 2013). No obstante, esta micosis es
considerada en Cuba como la tercera en orden de frecuencia entre las infecciones de
origen fungico en estos individuos (Arteaga et al., 1998). Los estudios realizados
anteriormente en este pais, demostraron un franco predominio de la especie
C. neoformans ser. A tanto en muestras clinicas como ambientales (llInait-Zaragozi
et al., 2010b). Los resultados expuestos en esta tesis permiten profundizar en los
conocimientos y experiencias ya adquiridas a cerca de la criptococosis y su agente
causal a partir del estudio de los aislamientos de Cryptococcus spp. obtenidos de

muestras ambientales y clinicas en el LM-IPK.

Aislamiento e identificacion de levaduras del género Cryptococcus a partir de

muestras ambientales mediante técnicas convencionales.

Eucalyptus camaldulensis es la especie de arbol mas asociada a aislamientos de
C. gattii (Kwon-Chung et al., 2011). Esto posiblemente se debe a que desde que Ellis
y Pfeiffer reportaron por primera vez la recuperaciéon de esta levadura a partir de los
mismos, estos han sido uno de los mas estudiados. Posteriormente se logro
demostrar su presencia en un espectro mas amplio de especies de eucaliptos
(E. tereticornis, E. microcorys, E. grandis, E. rudis, E. gomphocephala, E. blakelyi,
E. citriodora) (Cabral, 1999). Mas delante los trabajos realizados en especial por
Randhawa y sus colaboradores asi como otros autores, demostraron un rango aun
mas amplio de hospedadores al describir la asociacion del complejo
C. neoformans/C. gattii con Syzygium cumini, Butea monosperma, Polyalthia
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longifolia, Mimusops elengi, Azadirachta indica, Manilkara hexandra, Acacia nilotica,
Cassia fistula, Cassia grandis, Ficus microcarpa, Ficus religiosa, Mangifera indica,
Senna multijuga y Terminalia cattapa entre otras fuentes vegetales (Randhawa et al.,
2005; Hiremath et al., 2008; Kumar et al., 2009; Hagen y Boekhout, 2010). Dados
estos antecedentes, en el presente trabajo se incluyeron todos los ejemplares
adultos de plantas con cavidades o ranuras profundas en el tronco que se

encontraban en areas publicas de las localidades seleccionadas.

La mayoria de las investigaciones sobre la prevalencia de este microorganismo a
partir de fuentes ambientales a nivel mundial, se realizaron fundamentalmente en las
capitales de paises y ciudades con gran densidad de poblacion. Ejemplo de esto, son
los resultados publicados por Montenegro y Paula (2000) quienes demuestran que
ambas especies del complejo C. neoformans/C. gattii se encuentran en mayor
proporcién en ambientes urbanos de S&o Paulo. En un estudio similar Hamasha,
corrobora estos resultados al aislar C. neoformans var. neoformans de cuatro
ciudades importantes de Jordan (Hamasha et al., 2004). Otros autores incluyeron en
sus trabajos jardines zooldgicos, parques y bosques en busca de mayor nimero y
diversidad de ejemplares de arboles (Randhawa et al., 2005). En el presente trabajo
nos propusimos realizar el estudio en La Habana, provincia de mayor densidad de
poblacién de Cuba (mas de dos millones de habitantes) y se seleccionaron para el
muestreo los municipios Playa y La Lisa por su cercania al IPK asi como por poseer
abundante y variada vegetacion.

Randhawa y cols. sugirieron que para la colecta de muestras a partir de estas
fuentes, el hisopado es mas eficaz que la recogida de los detritos vegetales
propiamente dichos (Randhawa et al., 2005). Este ultimo es un proceso laborioso; sin
embargo, la experiencia de estudios previos realizados en el LM-IPK mediante
hisopados no rindié los frutos esperados (llinait-Zaragozi et al., 2012) por lo que en el
presente trabajo se decidié emplear el método tradicional por considerar ademas,
gue este pudiera ser mas representativo al permitir examinar un mayor volumen de

cada muestra.
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Las especies del complejo C. neoformans/C. gattii son capaces de sintetizar
polisacaridos complejos, melanina, manitol, esteroles y otros compuestos. Aunque
estas caracteristicas se relacionan con su capacidad de producir infeccién en el
humano, su funcion béasica es lograr la adaptacién y sobrevivencia en el ambiente.
Estos atributos se emplean ampliamente en la diferenciacion de estas especies
(Casadevall y Perfect, 1998). Asi por ejemplo, la capacidad para sintetizar pigmento
(melanina) a partir de compuestos difendlicos es una caracteristica que se debe a la
presencia de la enzima fenoloxidasa la cual se considera uno de sus marcadores
fenotipicos mas importantes. No obstante, los resultados del presente trabajo en
cuanto a la identificacion de los aislamientos ambientales, coinciden con los
publicados con anterioridad, donde se demuestra que otras especies de
Cryptococcus diferentes del complejo C. neoformans/C. gattii y Trichosporon
cutaneum también pueden producir pigmentacion (Fonseca et al., 2011). Esto hace
necesario la confirmacion por otros métodos para reducir los errores en la
identificacion (Kwon-Chung et al., 2011), afirmacion que queda en evidencia una vez
mas en el presente estudio, en el que los cinco aislamientos presuntivamente
identifiados como C. neoformans/C. gattii mediante técnicas convencionales fueron

impugnados por las moleculares.

Aislamiento e identificacién de levaduras del género Cryptococcus a partir de
muestras clinicas de pacientes con sospecha de criptococosis mediante

técnicas convencionales.

El diagnéstico de la criptococosis constituye aun un reto dificil debido a la escasa
especificidad de los sintomas y signos, asi como la ausencia de hallazgos
radiolégicos patognomonicos (Quindos et al., 2012). Esto hace que hasta el
momento la confirmacion se base en el aislamiento e identificacion del agente
causal. Los medios mas utilizados para el cultivo de Cryptococcus spp. es el agar

dextrosa de Sabouraud con y sin cloranfenicol (anexo 2), ya que estos medios
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permiten su recuperacion a partir de muestras clinicas y la descripcion de las

caracteristicas de la colonia (Rezusta et al., 2001).

Segun la metodologia convencional empleada en este estudio, el 87,5% de los 16
aislamientos clinicos identificados como Cryptococcus spp. correspondieron con la
especie C. neoformans. Este resultado corrobora una vez mas lo reportado en la
literatura donde este agente es reconocido como el principal responsable de los
cuadros de criptococosis tanto en humanos como en animales de forma universal y
el mas frecuentemente encontrado durante la busqueda de posibles fuentes de

infeccion en el ambiente (Fonseca et al., 2011; Lazera et al., 2000).

En el presente estudio, uno de los aislamientos fue identificado como C. gattii. Este
constituye el segundo en frecuencia como causa de criptococosis de forma general y
el primero entre individuos seronegativos al VIH (Chowdary et al., 2012; Chowdary et
al., 2013). En Cuba constituye el primero obtenido a partir de muestra clinica
humana. La experiencia anterior en este pais se limita a su recuperacion de la
secrecion nasal de un guepardo importado desde Sudéafrica al Zoolégico Nacional; no
obstante, los estudios realizados, apuntan hacia la posibilidad de que el animal
arribara a la instalacion con una infeccion latente adquirida en el lugar de
procedencia (Polo et al., 2010; llinait-Zaragozi et al., 2011). Hasta la fecha no se ha
logrado demostrar la presencia de este agente en los estudios realizados a partir de
muestras ambientales cubanas (llinait-Zaragozi et al., 2010a; llinait-Zaragozi et al.,
2012). Sin embargo, resulta valido continuar insistiendo al respecto debido a su
repercusion clinica de y la presencia de condiciones medioambientales favorables

para su subsistencia en esta isla.

El otro aislamiento identificado por los métodos convencionales perteneciente al
género Cryptococcus resultdé C. albidus. Aunque la criptococosis es virtualmente
producida por las especies del complejo C. neoformans/C. gattii, la literatura relata
un numero cada vez mayor de reportes de casos por C. albidus, los cuales son

responsables de aproximadamente el 80% de las infecciones causadas por otras



V1. DISCUSION
52

especies diferentes de este complejo (Khawcharoenporn et al., 2007). La
identificacion correcta de estos agentes tiene gran relevancia clinica, ya
muestran diferente susceptibilidad a los antifingicos, lo que conlleva cambios en

la conducta terapéutica (Pfaller et al., 2009).

Los resultados de la identificacion mediante métodos convencionales de los
aislamientos clinicos incluidos en este trabajo coincidieron con lo reportado en la
literatura internacional independientemente del periodo de estudio y el pais de

procedencia como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Porcentaje de aislamiento de las especies del complejo C. neoformans/C. gattii en

pacientes con sida segun algunos de los reportes encontrados en la literatura.

No. total de .
. C. neoformans C. gattii .
Pais muestras Referencia
: (%) (%)

analizadas
Iberoamérica* 177 96,8 3,2 Meyer et al., 2003
Tailandia 183 100 0 Simwami et al., 2011
Canada 113 76,1 23,9 McTaggart et al., 2011
Argentina 32 100 0 Cordoba et al., 2011
Brasil 50 94 6 Fernandes et al., 2000

*Argentina, Brasil, Chile, Colombia, México, Perd, Venezuela, Guatemala y Espafia

Los resultados obtenidos anteriormente en el LM-IPK a partir de muestras clinicas
obtenidas de adultos y nifios evidencié en el 100% de los pacientes la presencia de
C. neformans var. grubii como agente causal de la infeccion (Torres, 2002; llinait-
Zaragozi et al., 2013).

La obtencién de cultivos puros permite la identificacion del agente aislado, asi como
su caracterizacion desde diversos puntos de vista (susceptibilidad, patogenicidad,
huellas genéticas, etc) (Quindos et al., 2012). Entre los inconvenientes que presenta
la identificaciébn convencional se encuentra la existencia de microorganismos con
comportamientos fisiol6gicos y bioquimicos atipicos lo cual da al traste con la
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correcta identificacion de los mismos (Ruane et al., 1988; Polachechk y Kown-Chung,
1996; lkeda et al., 2002; Tay et al., 2008). No obstante, la principal limitacion de
estas técnicas esta dada por el tiempo requerido para obtener resultados, lo cual
retrasa el diagnostico y el tratamiento del paciente, asi como requerir de personal
avezado capaz de interpretar correctamente dichos resultados. Esto condicioné el
desarrollo de nuevos métodos con vistas a superar dichas dificultades (Quindos et
al., 2012).

Dadas las limitaciones ya mencionadas, se determiné llevar a cabo la identificacion

molecular de las levaduras con vistas a dar solucion estas incongruencias.

Identificacidén y caracterizacion de levaduras aisladas del género Cryptococcus

mediante técnicas moleculares

Segun la disponibilidad en el LM-IPK, en primera instancia se empled la amplificacion
del gen URA5 como método de identificacion de C. neformans/C. gattii. Este
fragmento de gen es uno de los mas utilizados con este objetivo, pues presenta alta
especificidad para este complejo de especies (Boekhout et al., 2001; Meyer et al.,
2003; Kidd et al., 2007). Este método permitié confirmar los resultados de los
métodos convenionales en el 81,25% del total de 16 aislamientos estudiados, en
tanto que el 18,75% no mostro evidencias de amplificaciéon. En el caso del
espécimen N° 25, era un resultado esperado ya que el mismo fue previamente
identificado de forma convencional como C. albidus. Sin embargo, los aislamientos
N° 33 y 34, presuntivamente identificados como C. neoformans resultaron negativos
durante la amplificacion de URAS5. Esto pudiera deberse a mdltiples causas:
i) dependientes de la calidad del material genético empleado, lo cual fue descartado
ya gue el mismo resulté 6ptimo segun la caracterizacion realizada (concentracion y
pureza) y por rendir buenos resultados en pruebas moleculares posteriores
(Ej. secuenciacion de la region ITS1-5.8S-ITS2 del ARNr y PCR fingerprinting con el

cebador M13); ii) dependientes de errores durante el desarrollo de la técnica,
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igualmente rechazado teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los restantes
aislamientos y los controles empleados durante la misma y iii) dependientes del
microorganismo, ya que estos pueden sufrir mutaciones aun en regiones
conservadas lo que ocasiona alteraciones en las secuencias diana e interferencia en
el reconocimiento por los cebadores. Este ultimo se valor6 como el factor mas
probable ante la ausencia de otros elementos y la posibilidad de los resultados
“falsos negativos” en el caso de los aislamientos presuntivamente identificados como

C. neoformans/C. gattii.

Como método confirmatorio de identificacion para los aislamientos presumiblemente
identificados como C. albidus, C. gattii y C. neoformans para los cuales no se obtuvo
amplificacion del fragmento URAS5, se procedié con la secuenciacion de la region
ITS1-5.8S-ITS2 del ARNr en cada caso. Este procedimiento a pesar de que fue
descrito desde los afios 70 del siglo pasado, no se aplico a los estudios del complejo
C. neoformans/C. gattii hasta mediados de la década de 1990, lo que di6 una nueva
perspectiva en torno a la identificacion, los analisis de microevolucion, virulencia y
epidemiologia. Aunque es mas laborioso y costoso, la secuenciacion del material
genético es actualmente un procedimiento comun en la mayoria de los laboratorios
clinicos donde los recursos financieros lo permiten ya que tiene un mayor poder
discriminatorio que el proporcionado por medios diferenciales y pruebas bioquimicas
(Pryce et al., 2006; Costa et al., 2010).

En los laboratorios donde la secuenciacion nucleotidica esta disponible,
habitualmente este andlisis representa el método O6ptimo para la identificacion de
microorganismos, incluyendo las especies del género Cryptococcus. La region ITS
(incluido el fragmento 5.8S del ARNr) es la region mas empleada en la identificacién
molecular de agentes fungicos debido a su alto grado de variabilidad (Hsu et al., 2003;
Katsu et al., 2004).

Este método permitio corroborar como C. gattii al aislamiento identificado como tal de

forma convencional. Sin embargo, aquellos presumiblemente identificados como
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C. albidus y C. neoformans para los cuales no se obtuvo amplificacion del gen URA5,
correspondieron con Candida haemulonii. En la literatura disponible, solo
encontramos seis reportes esta especie como causa de infeccion; las mismas
estuvieron asociadas a bacteriemia en pacientes con estadias hospitalarias
prolongadas y nutricion parenteral (Nobrega de Almeida et al., 2012; Rodero et al.,
2002; Giusiano G et al., 2006; Kim et al., 2009; Ruan et al., 2010; Kim et al., 2011;
Khan et al., 2007). Esta constituye pues, la primera evidencia de infeccion por este
agente en Cuba y posiblemente a nivel mundial como causa de meningitis.
Finalmente se corroboré la identificacion del aislamiento N° 34, presuntivamente
reconocido como C. neoformans por el método convencional pero para el cual no se

obtuvo amplificacion URAS, aspecto que fue discutido anteriormente.

Los métodos moleculares presentan alta complejidad, son mas costosos y requieren
de personal adiestrado para su ejecucion; no obstante, su elevada sensibilidad y
especificad lo hacen elegible como método de eleccibn para confirmar la
identificacion ante la obtencion de resultados inesperados 0 cuando existe
discordancia entre los métodos empleados (McTaggart et al., 2011; Champa et al.,
20009).

Caracterizacion de los aislamientos mediante técnicas moleculares

El PCR fingerprinting con el cebador M13 se fundamenta en la deteccion de
secuencias de ADN repetitivo hipervariables y se considera como una de las mas
rapidas para la deteccion de patrones de bandas. El hecho de utilizar un cebador de
este tipo elimina la necesidad de conocer previamente la secuencia genética a
estudiar y proporciona una mayor capacidad de discriminacién en comparacién con
los andlisis bioguimicos y seroldgicos. Con este propdsito, ademas del M13 también
se emplean otras secuencias dianas tales como URA5, CNLAC1, CAP59, CAP64,
PBL1y GACA4 (Meyer et al., 2003; Kidd et al., 2007).
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Una vez determinado el protocolo de extraccion de ADN mas conveniente y las
condiciones Optimas de reaccion de PCR se llevd a cabo el analisis de los
aislamientos mediante el M13-PCR. Este generdé nueve perfiles genéticos que
incluyeron seis aislamientos con patrones Unicos y tres agrupaciones conformadas
por dos a tres aislamientos cada una. Esta técnica no permitié arribar a conclusiones
sobre la identificacion debido a la carencia de material genético que se recomienda
como referencia en la identificacion de los patrones correspondientes a los diferentes
tipos genéticos. No obstante, sus resultados sugieren relativa variabilidad genética
entre los aislamientos clinicos cubanos, tal como se demostré6 anteriormente
mediante otras técnicas de mayor resolucion como el AFLP y el STR (

). La caracterizacion mediante M13-PCR es ampliamente empleada en
la determinacion de huellas genéticas de diversos microorganismos. En el caso del
complejo de especies C. neoformans/C. gattii, uno de los estudios mas recientes
realizado en México, fue capaz de demostrar la presencia de todos los genotipos
previamente reportados y la amplia distribucion geogréfica de estos (Castanon et al.,
20009).

Todos los aislamientos molecularmente corroborados como C. neoformans
correspondieron con el serotipo A, tipo de apareamiento o. Estos resultados
confirman los anteriormente encontrados en Cuba (Fernandez et al., 1998; llInait-
Zaragozi et al., 2010a) y en el mundo (Lin et al., 2008). La posibilidad de poder
determinar estas caracteristicas resulta de gran utilidad para la mejor comprension
sobre la ecologia, la epidemiologia, la patogenia de C. neoformans y la clinica de la

infeccion que ocasiona.

Los alelos MATa y MATa son segregados en igual proporcion durante el
entrecruzamiento genético (Metin et al., 2010). Sin embargo, reportes previos
muestran que MATa esta presente en los aislamientos clinicos y ambientales en una
proporcion muy superior al MATa (30:1). Este hecho sugiere que MATa presenta
ciertas ventajas selectivas para la supervivencia (Hiremath et al.,, 2008) y se

comprobd mediante infeccion experimental que resulta mas virulento al ocasionar
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infeccion diseminada al sistema nervioso central con mayor frecuencia en relacion a
MATa (Litvintseva et al., 2005; Feng et al., 2008).

Susceptibilidad in vitro de los aislamientos del complejo C. neoformans/
C. gattii

La determinacion de la susceptibilidad in vitro, resulta de gran utilidad como soporte
a los estudios de eficacia clinica de los antimicrobianos, para determinar resistencia
tanto intrinseca como adquirida de los microorganismos y desde el punto de vista
practico para definir el espectro de actividad de las drogas disponibles (Arikan, 2007;
Johnson et al., 2008).

El método de dilucibn en medio liquido fue el primero en ser optimizado y
estandarizado para el estudio de la susceptibilidad de levaduras. Este fue
desarrollado por el Comité Nacional para Estandares de Laboratorios Clinicos
(NCCLS, de sus siglas en inglés), hoy Instituto de Estandares para Laboratorios
Clinicos (CLSI, de sus siglas en inglés). Posteriormente, este método se adapto al
formato de placas de microdilucién, el cual es el mas aceptado como referencia en la
actualidad (Johnson et al., 2008; CLSI, 2008). Debido a su complejidad, al elevado
consumo de tiempo y a que en ocasiones su interpretacion resulta dificil, se
desarrollaron otros métodos con vistas a superar estas desventajas. Hoy existen en
el mercado diferentes pruebas para la determinaciéon de la susceptibilidad a los
antifangicos en diferentes formatos. Una de las que ha logrado mayor aproximacion a
la metodologia de referencia, es el ATB Fungus (BioMérieux, Marcyl Etoile, Francia),
el cual cuenta con los antimicéticos de eleccién en el tratamiento de la criptococosis
y otros de mas reciente generacion los cuales son empleados como alternativos
(Johnson et al., 2008).

Los resultados de la actividad antifungica in vitro mediante el sistema comercial
empleado, mostraron patrones uniformes de susceptibilidad entre los aislamientos

frente a todos los antimicéticos. La 5-fluorocitosina generé los valores mas altos de CMI
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seguido por el fluconazol, la anfotericina B, el itraconazol y el voriconazol en orden

decreciente.

Desafortunadamente, el CLSI solo ha publicado hasta la fecha los valores de corte para
la 5-fluorocitosina y algunos azoles frente a Candida spp. (CLSI, 2008). No obstante, los
trabajos de Espinel-Ingroff y col. permitieron determinar los valores de corte
epidemiologicos (ECV, de sus siglas en inglés) del complejo de especies
C. neoformans/C. gattii frente a los antifungicos empleados en la primera linea de
tratamiento de la criptococosis y otros de mas reciente generacion (Espinel-Ingroff, et
al., 2012a; Espinel-Ingroff, et al., 2012b).

El calculo del ECV esta basado en la distribucion de las CMI de dos poblaciones de
aislamientos: aislamientos salvajes en el cual no se demuestra ningun valor de
resistencia y aislamientos no salvajes que albergan al menos un marcador de
resistencia. Esta variable es un indicador de la emergencia de cambios en los patrones
de susceptibilidad de los microorganismos frente a los agentes evaluados y en ausencia
de valores de corte basados parametros de CMI, farmacocinética, farmacodindmica,
estudios animales y respuesta clinica al tratamiento, permite el reconocimiento de
resistencia antifungica (Pfaller et al. 2011). De acuerdo a los criterios interpretativos
adoptados en este trabajo, todos los especimenes estudiados mostraron susceptibilidad
in vitro a los antifungicos incluidos en el sistema ATB Fungus 3.

Aunqgue la mayoria de los trabajos precedentes se basaron en el estudio de un nimero
mas amplio de aislamientos, las cifras de CMI obtenidas aqui son similares a los ya
publicados tanto en Cuba como internacionalmente (llinait et al., 2008; Hagen et al.,
2010a). Unos y otros reportes confirman una vez mas que la resistencia in vitro no
constituye un problema entre los aislamientos del complejo de especies
C. neoformans/C. gattii y que los azoles pudieran ser una alternativa terapéutica
eficaz en el tratamiento de la infeccion causada por este agente (lllnait et al., 2008;
Hagen et al., 2010a; Vidal et al., 2013).
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El tratamiento de la criptococosis es uno de los méas estudiados hasta la fecha actual.
Los trabajos publicados que abordan el manejo de los pacientes con esta infeccion,
coinciden en que el régimen terapéutico recomendado se basa en la combinacion de
dos o0 mas antifingicos. El de eleccion consiste en la administracion de anfotericina B
y 5-fluorocitosina durante la primera etapa (induccién) seguido de las fases de
consolidacion y mantenimiento con fluconazol (Perfect et al., 2010; Day et al., 2013).
No obstante aun resulta preocupante el hecho de que a pesar de los avances
médicos, la tasa de mortalidad durante los tres primeros meses de tratamiento de la
neurocriptococosis sobrepase el 20% de los pacientes afectados (Perfect et al.,
2010; Vidal et al., 2013). Algunos autores reportan casos de evidente asociacion
entre valores elevados de CMI para el fluconazol y el fracaso con el empleo de esta
droga (Yildiran et al., 2002). Hoy se sabe que otros factores diferentes a la
resistencia antifingica (deterioro del sistema inmune del hospedador, la presencia de
otras enfermedades subyacentes, la prontitud con que se instaure la terapia y el
manejo de la hipertension endocraneana entre otros) son aspectos a considerar en

los casos de fallos terapéuticos (Cuenca-Estrella, 2010).

Motivados por estos antecedentes se decidio realizar la revision de las historias
clinicas de los pacientes incluidos en este estudio para los cuales se confirmé

microbiolégicamente la infeccidn por especies del complejo C. neoformans/C. gattii.

Caracterizacion clinico-epidemiolégicos de los pacientes con diagndéstico

confirmado de criptococosis debido a C. neoformans/C. gattii.

Hasta la década de los afios 1950’s, se habian reportado no mas de 500 casos de
criptococoisis a nivel mundial. Esta cifra sufri6 un incremento de 338 eventos
confirmados en 1976 solo en EEUU. Durante los afios siguientes, con el
advenimiento del sida, le siguid una explosion de casos y posteriormente con la
introducciéon de la TARVAE a mediados de los 1990’s, una abrupta disminucién de

los mismos (Vidal et al., 2013). No obstante la meningitis criptococoésica afecta en la
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actualidad cerca de 1 000 000 personas cada afio, de las cuales mas de 600 000
tienen un desenlace fatal (Pyrgos et al., 2013).

En Cuba existen antecedentes de estudios de esta infeccion desde la era pre-sida
hasta la introduccion de la TARVAE durante el periodo epidémico causado por el VIH
(Arteaga et al., 1998; Torres, 2002; lllnait-Zaragozi et al., 2013). No obstante, no
existen evidencias de esta informacidon después de introducida la terapia
antirretroviral en este pais a partir del 2002. Teniendo como premisa que todos los
pacientes cubanos seropositivos al VIH reciben la TARVAE, se realiz6 un andlisis de
los datos recogidos de las historias clinicas de los pacientes con diagnéstico

confirmado de criptococosis durante el periodo que comprendio este estudio.

El examen directo con nigrosina de los LCR recibidos en el LM-IPK demostré una
sensibilidad inferior al cultivo, especialmente en pacientes seronegativos al VIH. No
obstante, estos porcentajes se encuentran en el rango de lo esperado segun la
literatura consultada (50% en los pacientes no-VIH y del 70-88% en los pacientes
infectados con el VIH) (Ponton et al., 2001). La sensibilidad de esta técnica depende
de mudltiples factores tales como la pericia del observador, la calidad del reactivo
empleado, el modo de preparacién de la lamina (la cantidad de tinta no debe ser
excesiva hi escasa, ya que ambas circunstancias incrementan el riesgo de
artefactos) y especialmente de aquellos dependientes del agente, ya que en
ocasiones las levaduras muestran morfologias atipicas que dificultan su identificacion
0 se encuentran en cantidades por debajo del limite de deteccidon de la técnica
(10* cél/mL) (Quindos et al., 2012). No obstante, este procedimiento es hasta el
momento, una de las herramientas mas empleadas para en el diagnéstico rapido de
la criptococosis por su elevada especificidad en manos de personas bien entrenadas,
asi como por la posibilidad de obtener resultados en pocos minutos, su sencillez y
bajo costo (Ponton et al., 2001). En el curso de este trabajo el proceso fue
supervisado por personal de experiencia lo que permiti6 minimizar los errores

humanos.
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Mas de la mitad de los pacientes estudiados aqui resultaron ser portadores del VIH
(2,5:1). Este resultado corrobora una vez mas que esta condicion resulta uno de los
factores predisponentes mas importantes para el desarrollo de criptococosis por
C. neoformans. Este resultado coincide con la vasta coleccion de articulos; entre
estos el publicado por Artega y cols. quienes revisaron los informes de 211 autopsias
realizadas en el IPK a pacientes con sida y demostraron que esta micosis resulté un
trastorno grave en el 29% de los fallecidos (Arteaga et al.,, 1998). Otros autores
internacionales, como Cérdoba y cols. quienes condujeron el segundo estudio
multicéntrico sobre fungemias debidas a levaduras en el periodo de julio a
septiembre de 2011, encontraron que el 81,2% de las infecciones por
C. neoformans tenian como factor predisponente la infeccion por VIH (Cordoba et al.,
2011). En otros paises tanto de Ameérica Latina como de otros continentes, también
se describe esta condicion entre las mas importantes para el desarrollo de la
criptococosis por estar presente en mas del 80% de los pacientes con esta micosis
(Fernandes et al., 2000; Simwami et al. 2011).

El 92,8% de los pacientes de este estudio presentaron alguna condicion
predisponente: ademas de la infeccion con el VIH el 7,1% estuvo asociado a
trasplante renal e igual porcentaje a tratamiento esteroideo debido a una enfermedad
autoinmune. En el 7,1% de los individuos no se pudo demostrar ningln antecedente
patolégico de importancia. Estos resultados también fueron previamente descritos
por otros autores. Bratton y cols. por ejemplo, estudiaron 207 pacientes con
diagnéstico de criptococosis realizado en la Universidad Médica de Duke en EEUU y
reportaron que después del VIH, el trasplante renal es la condicibn mas importante
para el desarrollo de criptococosis (20% de los pacientes estudiados) mientras que el
resto de los individuos quedaron incluidos en la condicion VIH negativo/no

trasplantado (Bratton et al., 2012).

Otros de los factores de riesgo mas importantes son: los tumores sélidos, los
trastornos linfoproliferativos, la cirrosis hepdética, la sarcoidosis, la diabetes, la

insuficiencia renal, la linfocitopenia idiopatica CD, especifica y de manera muy
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importante la terapia con esteroides (Fonseca et al., 2011). En este estudio al menos
uno de los pacientes recibia tratamiento con dexametasona (5 mg/d) debido a una
psoriasis. Este factor puede condicionar la criptococosis per se 0 actuar como

agravante cuando se suma a cualquiera de las causas ya mencionadas.

Uno de los paciente para el cual no se pudo demostrar ninguna enfermedad de base
resultd estar infectado por C. gattii. A diferencia de C. neoformans, esta especie se
considera actualmente como patégena verdadera ya que la misma constituye la
principal responsable de los cuadros de criptococosis en pacientes seronegativos al
VIH (Fonseca et al., 2011). Esta es la primera evidencia de infeccion en humanos por
esta levadura en Cuba como se expresé anteriormente, por lo que merecié un amplio

estudio del caso.

Brevemente; se trataba de un médico colaborante cubano cuyo Unico antecedente
consistié en ser fumador moderado y haber estado en Honduras (2003 - 2005) y
Guatemala (2007 - 2009). Afio y medio después de regresar de su Ultima mision
comenz6 con cuadro respiratorio que se interpretd como neumonia bacteriana
adquirida en la comunidad por lo cual recibié tratamiento empirico con penicilina
intramuscular durante 7 dias en su area de salud. Debido al empeoramiento del
cuadro clinico, la apariciébn de cefalea, disminucién de la agudeza visual del ojo
derecho, reduccién de la audicidon y deterioro del estado general, se decidié su
ingreso hospitalario en Villa Clara, provincia de residencia y posteriormente el
traslado al IPK. Una vez demostrada la presencia de levaduras capsuladas en el
LCR, se comenz0 el tratamiento antifungico: anfotericina B (hasta 1 500 mg) +
fluconazol (400 mg/d), lo cual fue re-emplazado inicialmente por anfotericina B
liposomal (hasta 8 g) + fluconazol (800 mg/d) y posteriormente por voriconazol (800
mg/d durante 3 meses). Como terapia colateral se empled punciones lumbares
evacuadoras periodicas, IFNy (200 ug tres veces por semana durante dos meses),
inctablogin (50 y 400 mg/kg/d por 5 dias) y medidas de soporte general entre otras.

No obstante el paciente falleci6 un afio después de diagnosticada la enfermedad
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debido a las complicaciones propias de la misma (fuente: historia clinica del

paciente).

C. neoformans y C. gattii comparten los principales mecanismos de adaptacion y
virulencia; sin embargo, la preferencia de uno y otro por determinado hospedero aun
es un enigma, tal como lo son los casos de criptococosis por ambas especies
documentados desde antes de la epidemia del sida (Ma y May, 2009). El estudio
realizado anteriormente en Cuba en el 2002 arroj6 que 13, 2% de los pacientes no se
encontraban infectados por el VIH (Torres, 2002). Aln después de la introduccion de
la TARVAE, la criptococosis permanece como una infeccién de importante morbi-
mortalidad en los EEUU, donde Pyrgos y cols. registraron que de 30 840 casos
procedentes de 18 estados de esta nacion fueron hospitalizados por esta entidad
entre 1997 y 2009; de ellos el 21,6% era seronegativo al VIH (Pyrgos et al., 2013).
Aunque el numero de pacientes incluidos en el estudio de Pyrgos y cols es casi 2 x
10® veces mayor, los resultados del presente trabajo muestran que el 28% de los

casos analizados no mostraron evidencia de infeccion por el VIH.

Algunos autores lograron demostrar que defectos leves en los mecanismos de
inmunidad que pudieran justificar el desarrollo de esta infeccién oportunista (Marroni
et al., 2007). Sin embargo, otros plantean que estas levaduras son capaces de causar
enfermedad en individuos sin antecedentes patolégicos personales (Casadeval vy
Prefect, 1998). En correspondencia con estos Ultimos, en el presente estudio los
pacientes en los que no se logré demostrar ningun factor predisponente conocido, los

examenes inmunoldgicos realizados mostraron valores dentro de limites normales.

Si bien la infeccion con el VIH constituye la condicion mas frecuente para el
desarrollo de criptococosis por C. neformans, los estudios a raiz de la epidemia
causada por C. gattii en la costa occidental de Norteamérica a partir de 2003,
apuntan a que las afecciones respiratorias y el habito de fumar parecen ser
condiciones favorecedoras para el desarrollo de la infeccibn por esta levadura

(MacDougall et al., 2011). Esta dltima condicion pudo contribuir al desarrollo de la
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infeccibn en el paciente cubano descrito en esta corte segun se desribio

previamente.

Aungue la infeccion por C. gattii no aparece en la lista de infecciones del viajero
(Arguin y Tan, 2013), cada vez se recogen mas evidencias de la asociacion entre la
enfermedad que ella ocasiona y la visita a lugares donde resulta endémica (Hagen et
al., 2010b). Tal como se expreso anteriormente, en Cuba solo existe el antecedente
de su recuperacion a partir un guepardo importado desde Sudafrica al Zoologico
Nacional, el cual posiblemente arrib6 a la instalacion con una infeccion latente
adquirida en el lugar de procedencia (Polo et al., 2010; llinait-Zaragozi et al., 2011).
Otros estudios a partir de muestras ambientales cubanas no han logrado demostrar

hasta la fecha la presencia de este agente en las mismas.

En los casos estudiados, la infeccion pudo estar asociada ademas a alguna
condicion predisponente del individuo, a la exposicion a gran cantidad de indculo 0 a
la inhalacion de levaduras hipervirulentas (Buchanan y Murphy, 1998). El papel de
los atributos patogénicos del complejo de especies C. neoformans/C. gattii es un
tema que ha merecido la atencion de muchos investigadores desde el mismo
momento en que esta levadura fue descrita por primera vez hace mas de 100 afios y

aun hoy no esta totalmente esclarecido (Fonseca et al., 2011).

La criptococosis puede ocurrir en todos los grupos de edades, sin embargo la
mayoria de los autores coinciden en que generalmente los casos son diagnosticados
entre los 20 y 50 afios (Pasqualotto et al., 2004; Cordoba et al, 2011). En este rango
de edad se encuentran los pacientes de nuestro estudio. No obstante, existen
evidencias de que esta micosis puede presentarse también en nifios (Severo et al.,
2009; llinait-Zaragozi et al., 2013) y en edades mas avanzadas (Jean et al., 2002).
Estos dltimos autores realizaron un estudio en Corea (2001-2009) y encontraron
ademas, que el sexo predominante fue el masculino entre los pacientes con VIH
(11:1)

(Jean et al., 2002). Resultados similares fueron revelados durante la revision de las

historias clinicas de los pacientes con y sin sida incluidos en este trabajo (2,3:1y 3:1
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respectivamente). La tesis desarrollada en el 2002 por Torres también demostré el
predominio del sexo masculino al comparar 72 pacientes cubanos con criptococosis
en el curso del sida vs 11 sin sida (3,5:1 y 2,6:1 respectivamente) entre1996 y junio
del 2001 (Torres, 2002). Esto demuestra que la variable sexo, no sufrid
modificaciones después de 10 afios a pesar de la introduccién de la TARVAE en
Cuba.

Estudios experimentales demostraron que la presencia de dietilestilbestrol suele
inhibir el crecimiento del complejo de especies C. neoformans/C. gattii en los medios
de cultivo (Restrepo et al., 1984). Este resultado ademas, fue demostrado in vivo
mediante modelos animales, los cuales evidenciaron que los ratones machos son
mas sensibles a la infeccion que las hembras; en dltima instancia, la resistencia a la
infeccion criptococosica podria simplemente estar determinada genéticamente
(Marquis et al., 1985). Estas revelaciones pudieran explicar las bases de la mayor
morbimortalidad que causan algunos hongos, incluyendo C. neoformans/C. gattii,
entre los hombres. En la poblacién de individuos que viven con VIH/sida, estas
causas son potenciadas por la mayor prevalencia de esta condicion

inmunosupresora en el sexo masculino (Casadevall y Perfect, 1998).

Si bien ciertos investigadores reportan que como reflejo de una pobre respuesta
inflamatoria, los pacientes con criptococosis asociada al sida suelen desarrollar
pocas manifestaciones (Dismukes, 2000), otros plantean que de forma general no
existen diferencias significativas entre este grupo y los que son seronegativos al VIH,

siendo los sintomas y signos neuroldgicos los mas frecuentes (Casadeval, 2010).

Debido a que fue imposible recuperar los datos clinico-epidemiologicos del paciente
N° 34, los andlisis subsiguientes relacionados con estos aspectos, asi como con el
tratamiento y la respuesta al mismo, para el analisis de los resultados consideramos

como numero de pacientes seronegativos al VIH n = 3 y como total de casos n = 13.

La experiencia adquirida durante la realizacion de este trabajo apunta a que de

manera general, teniendo en cuenta los casos en que fue posible obtener los datos a
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patir de la historia clinica o la orden de analisis, al menos la mitad de los pacientes
presentaron cefalea (69%), signos de focalizacion neuroldgica y fiebre (62%). Estos
estuvieron seguidos en orden de frecuencia por las manifestaciones de alteracion de
conciencia (46%), las nauseas (38%), los signos meningeos (31%) y la fotofobia
(8%). Esta ultima es una manifestacion frecuentemente relacionada con la infeccion
por el complejo de especies C. neoformas/C. gattii (Bratton et al.,, 2012); sin
embargo, en este estudio solo fue descrita en la historia clinica del paciente afectado
por C. gattii. De forma general, estos resultados también coinciden con lo reportado
anteriormente en Cuba (Torres, 2002) y en otros paises (Chowdary et al., 2012;
Chowdary et al., 2013). Durante la revision de la base de datos de los casos de
criptococosis en Asia, los autores de los trabajos describieron como principal sintoma
y signo de presentacion la cefalea (70 - 87%) y la fiebre (50 - 74%) respectivamente,
en tanto que otras manifestaciones aparecieron en frecuencia menor y variable entre

los grupos estudiados (Lee et al., 2011; Yuchong et al., 2011).

Méas de 100 especies de microorganismos, incluidos virus, bacterias, hongos y
protozoos son causa de infecciones oportunistas en pacientes con sida. Sin
embargo, el nimero de agentes que producen infecciones con periodicidad y
severidad tal como para definir un caso como sida es mucho menor (Llop et al.,
2001). Los pacientes con VIH que sufren de estas patologias, ya sea de manera
independiente o asociadas entre si, suelen presentar deterioro de la inmunidad
mediada por células. De forma significativa, los linfocitos TCD4", mediadores
fundamentales de esta linea de defensa, suelen encontrarse por debajo de
200 cél/mL (Bell y Khabbaz, 2013). Es habitual que en los pacientes aquejados de
criptococosis se encuentren asociadas otras enfermedades oportunistas. Entre las
mas frecuentes se encuentran la candidiasis orofaringea, la infeccion pulmonar por
Mycobacterium tuberculosis y la toxoplasmosis cerebral entre otros (Llop et al.,
2001), lo cual coincide con lo encontrado en este estudio. De igual forma los
pacientes cubanos anteriormente estudiados presentaron como principal enfermedad

asociada la candidiasis oral (Torres, 2002). En el sudeste asiatico, se reporta como
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enfermedad mas asociada a criptococosis, a la neumonia por Pneumosistis jirovecii
(36,4%) seguido por la infeccion por Mycobacterium tuberculosis (27,3%) (Lee et al.,
2011). Esta diferencia en relacion a nuestro ensayo pudiera deberse a que en Cuba
no esta bien establecido el diagnostico microbiolégico de P. jirovecii (el tratamiento
se indica sobre la base de la sospecha clinico-epidemiolégica) y a la no existencia de
programas de control adecuados con vistas a la erradicacion de la tuberculosis en los

paises donde el mismo se reporta con mayor incidencia.

Durante la criptococosis, la integridad y funcionabilidad de la inmunidad celular es
crucial en la defensa del hospedero contra el agente causal de la infeccion ya que el
principal factor predisponente en el desarrollo de la enfermedad es la disminucién del
conteo de linfocitos TCD4" (Bratton et al., 2012). Lo anterior se corresponde con lo
encontrado en Cuba en el 2002 cuando se demostré que el 80,5% de los pacientes
con VIH tenian cifras de TCD4" inferiores a 200 cél/mm?® (Torres, 2002). En
concordancia con lo anteriormente reportado, en este estudio el 90% de los
pacientes con sida presentaron resultados similares en los controles hematoldgicos.
Los pacientes sin sida no se videnci6 alteraciones de este parametro. No obstante,
tal y como fue demostrado anteriormente, niveles normales de celularidad en sangre
no descartan la presencia de infeccion criptococoésica (Torres, 2002). Estos
resultados sustentan el planteamiento de que la linfopenia per se, es insuficiente
para el desarrollo de la criptococosis y que otros factores dependientes del
hospedero (diferentes de la linfopenia) y del agente (cuantia del inéculo y virulencia
del microorganismo) pudieran ser decisivos en el curso de la infeccién (del Poeta vy
Casadevall, 2011; Perfectet al., 2010).

De igual manera el estudio de Torres en Cuba demostrd que el andlisis citoquimico
del LCR en los pacientes seropositivos al VIH con criptococosis meningea, puede ser
normal o mostrar alteraciones minimas (Torres, 2002). Este aspecto, debe ser del
dominio de los médicos asistenciales y lo que se recomienda es realizar
determinaciones seriadas e insistir en estudios mas especificos en busca del agente

etiolégico tal como el examen con tinta china, la deteccion de antigeno y el cultivo
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(Escandon et al., 2013). De otra parte, en los pacientes seronegativos la
hiperproteinorraquia, la pleocitosis linfocitica y la hipoglucorraquia fueron hallazgos
frecuentes (Torres, 2002). En este trabajo los pacientes con y sin sida, presentaron
alteraciones en el estudio citoquimico del LCR, en cuanto a las cifras de proteinas
(> 0,45 g/L) y del conteo de linfocitos (> 5 cél/mm?®). Las divergencias con el estudio
de Torres puede deberse a la diferencia del tamafio de la muestra (n = 83), ya que
este era mayor que la incluida en este trabajo (n = 14 y en uno de ellos no se pudo

obtener estos datos).

La neurocriptococosis, ademas de ser considerada como marcadora del sida es la
micosis de mayor letalidad en este grupo de personas. Los reportes reflejan una
mortalidad del 60% a pesar del tratamiento antifingico convencional. Esta cifra
alcanza el 100% en los pacientes no tratados o con tratamientos iniciados
tardiamente (Perfect et al., 2010). Solo en Africa sub-Sahariana ocurren mas de
500 000 muertes cada afio debido a esta infeccidn, lo cual excede aquellas atribuidas
a la tuberculosis. En general, el 10- 30% de los individuos que sobreviven al episodio
inicial, tienen alta tendencia a presentar recaidas a pesar de la implementacién de
las medidas recomendadas (Park et al., 2009; Perfect et al., 2010, Vidal et al., 2013).

En este estudio, el 21,4% de los pacientes presentaron recidivas lo cual se
corresponden con lo reportado anteriormente. La mayoria de los autores sugieren
que la persistencia/recurrencia o desenlace fatal durante la criptococosis, pudiera
deberse a la recaida de la infeccion por el aislamiento original, la reinfeccion con un
nuevo especimen o al fendmeno de resistencia a los antifungicos (Litviniseva et al.,
2005). Mas recientemente qued6é demostrado que factores tales como la virulencia
del agente, el deterioro del sistema inmune del individuo, la presencia de otras
enfermedades subyacentes, la prontitud con que se instaura la terapia y el manejo de
la hipertension endocraneana, también son aspectos a considerar en los casos de
fallos terapéuticos (Vidal et al., 2013). Otros autores afladen a esta lista, la co-

infeccion con diferentes aislamientos o variedades genéticamente modificadas como
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posible mecanismo de recurrencia (Jain y Fries, 2008; llinait-Zaragozi et al., 2010b)

lo cual no fue explorado en este trabajo.

Cuatro pacientes fallecieron (28,57%), dos de ellos en el curso de la terapia de
ataque. Este hecho es ampliamente reconocido en la literatura y es asociado a cifras
elevadas de presion intracraneal como resultado de la mayor resistencia al flujo
normal del LCR resultante, al menos en parte, a los conglomerados de células
levaduriformes muertas y las grandes cantidades del polisacarido capsular
circulantes (Perfect et al., 2010; Torok et al., 2010). Estudios tempranos en el curso
de la epidemia del sida establecieron tasas de mortalidad por criptococosis de un
12% durante la primera semana (ligeramente inferior a la de este trabajo), 21% a las
seis semanas y 29% durante el periodo de enfermedad activa (Darras-Joly et al.,
1996). Trabajos posteriores reportan tasas de mortalidad de hasta el 54% en las dos

semanas iniciales y 64% durante el tiempo de hospitalizacion (Moosa et al., 1997).

El régimen actualmente recomendado para el manejo de la criptococosis esta
basado en la administracién de anfotericina B (0,7-1 mg/kg/dia) mas 5-fluorocitosina
(100 mg/kg/dia divididas en 4 dosis) durante 2 semanas, seguido de fluconazol
(400 mg/d durante un minimo de 8 -10 semanas). En los pacientes infectados por el
VIH que completaron con éxito el curso inicial de la terapia, se encuentran libres de
sintomas de criptococosis y logran reconstituir el recuento de CD4" por encima de
200 cél/mm® durante mas de 6 meses, la terapia supresora con fluconazol
(200 mg/d) puede ser interrumpida. Sin embargo, dicha terapia debe mantenerse o
reiniciarse siempre que el recuento de CD4" del paciente refleje valores subnormales
(< 200 cél/mm?) (Perfect et al., 2010).

Durante la década de 1970, la 5-fluorocitosinaitosina se establecié como un agente
disponible por la via oral, con una potente actividad frente a C. neoformans (Cuenca-
Estrella et al., 2010). A pesar de que esta actividad suele perderse rapidamente
debido al desarrollo de resistencia cuando se usa el farmaco como monoterapia, la
adicion de la misma a la anfotericina B resultd en el incremento de la sobrevida de

los pacientes y la reduccion del tiempo de tratamiento (de 10 a 4-6 semanas)
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dependiendo del estado del individuo al inicio de los sintomas (Day et al., 2013;
Perfect et al., 2010). Otras alternativas durante la terapia de ataque incluyen
formulaciones lipidicas de anfotericina B (4-6 mg/kg/dia durante 3 semanas) y el
fluconazol en dosis que varian desde 400 hasta 800 mg/dia, sola o combinada con
5-fluorocitosina en pacientes que no toleran la anfotericina B. Sin embargo, esta
altima combinacion es menos efectiva que el esquema recomendado (Nucci vy
Perfect, 2008; Day et al., 2013).

De manera general, todos los individuos recibieron tratamiento de acuerdo a las
normas vigentes (Perfect et al., 2010). No obstante, debido a la no disponibilidad de
5-fluorocitosina en Cuba durante el tiempo del estudio, este medicamento no fue
administrado a los pacientes incluidos en este trabajo. En su lugar la anfotericina B
se asocio a fluconazol el cual se emple6 ademas como terapia de mantenimiento en
seis de los pacientes para los cuales se logré obtener informacién de la historia

clinica.

Paralelamente al incremento de la incidencia global de las infecciones oportunistas,
se ampliaron las opciones terapéuticas disponibles para el manejo de las mismas. En
la actualidad, ademas de los antifingicos mencionados, existen otros como las
formulaciones lipidicas de anfotericina B, el voriconazol, el posaconazol, el
ravuconazol, el isavuconazol, etc, los cuales se pueden usar solos o en combinacion
con otros agentes con diversos grados de éxito (Nucci y Perfect, 2008; Day et al.,
2013). Durante la revisiéon de las historias clinicas se pudo constatar que al menos en
el paciente infectado por C. gattii, se administré ademas del tratamiento convencional
otras alternativas dadas por antifingicos de mas reciente generacion y
medicamentos inmunomoduladores. Estos ultimos tienen como propdsito tratar de
restablecer el equilibrio del sistema inmune y coadyuvar el efecto de las drogas
antifingicas (Casadevall y Pirofski, 2001, La Hoz y Pappas, 2013). A pesar de todos
los esfuerzos realizados, el paciente fallecié durante el tratamiento un afio después

de iniciado el mismo.
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El analisis de los datos aportados por el registro de resultados del LM-IPK indican
gue desde 2003 (afio en que se generalizo el empleo de la TARVAE en Cuba) hasta
la fecha, se diagnostican en este laboratorio como promedio anual cuatro pacientes
mas con criptococosis que el afio anterior (intervalo 1-15); no obstante, esta
enfermedad es considerada como poco frecuente. Esto, sumado a que la
sintomatologia de inicio suele ser muy discreta y poco caracteristica, hace que se
requiera de un alto indice de sospecha clinico-epidemiologica para establecer un
diagndstico precoz. La presencia de fiebre y cefalea persistentes en los pacientes
VIH, deben ser criterios suficientes para realizar examen directo del LCR con tinta
china o nigrosina y estudios microbiolégicos que permita confirmar o descartar la

enfermedad.

A pesar de que de forma general, la resistencia in vitro a los antifUngicos empleados
en la primera linea de tratamiento, no parece ser un problema en el complejo de
especies C. neoformans/C. gattii, la infeccion resulta fatal cuando no se impone una
terapéutica especifica de forma oportuna. No obstante, la letalidad por esta micosis,
aun en los enfermos tratados se encuentra por encima de lo permisible, por lo que el
manejo del paciente con criptococosis es un tema no resuelto, objeto de constante
estudio e investigacion. Por su parte, la posibilidad de realizar estudios de los
posibles nichos eolégios de estas levaduras e implementar métodos de
caracterizacion molecular brindaron a los resultados de este estudio mayor
confiabilidad y argumentos epidemiolégicos de rigor. Esta experiencia resulta de gran
importancia con vistas a incrementar el indice de sospecha clinica y la calidad del

diagnéstico microbiolégico en el LM-IPK.
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A pesar del amplio numero de muestras ambientales incluidas en el presente
trabajo, los métodos moleculares descartaron la presencia de Cryptococcus spp.
en los nichos ecoldgicos estudiados. Estos resultados reafirman la necesidad de
ampliar la busqueda de posibles fuentes de infeccién y de confirmar mediante
métodos moleculares la identificacion de aislamientos ambientales.

El diagnéstico de la infeccidon por C. gattii constituye un gran reto. El presente
trabajo constituye el primer reporte de aislamiento de este agente a partir de
muestras clinicas humanas en Cuba, lo cual sirve de experiencia y sienta las
bases para futuros trabajos sobre su epidemiologia en este pais.

Por primera vez en Cuba se demostro la presencia de Candida haemulonii como
agente causal de infeccion del SNC lo que constituye una alerta para el personal
de salud y obliga a la realizacion de estudios clinico-epidemiologicos en torno a
los pacientes afectados.

Todos los aislamientos de C. neoformans incluidos en este estudio corresponden
al serotipo A tipo de apareamiento «, lo que ratifica resultados previos obtenidos
en el LM-IPK. No obstante, estos mostraron amplia diversidad genética segun la
caracterizacion molecular empleada en este trabajo, lo que sugiere que los
mismos no se hayan epidemioldgicamente relacionados.

A pesar de la instauracion del esquema antifungico recomendado y de que todos
los aislamientos estudiados son sensibles a las drogas empleadas, los
porcentajes de recaida y mortalidad fueron similares a lo descrito con
anterioridad, lo que confirman la severidad de la infeccidon criptococésica,
especialmente cuando es producida por C. gattii y la necesidad de realizar un

diagndstico precoz.

Después de 10 afios de iniciada la TARVAE en Cuba, la principal condicién
predisponente para el desarrollo de la criptococosis continda siendo la infeccion
por el VIH. No obstante, la ausencia de esta u otra condicién inmunodepresora
no descarta la posibilidad de infeccion por Cryptococcus spp.
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Ampliar los estudios ambientales con vistas a determinar la presencia de otros
nichosecolégicos como posibles fuentes de infecciébn por el complejo de

especies C. neoformans/C. gattii en Cuba.

Realizar los estudios fisiol6gicos necesarios para la completa identificacion de
las especies aisladas a partir de material vegetal y estudiar su potencial

patogénico.

Determinar en los aislamientos que pertenecen a una misma agrupacion
genotipica patrones de virulencia, mediante métodos moleculares y modelos

animales.

Continuar los estudios donde se incluyan mas aislamientos de pacientes con
criptococosis, que permitan arribar a conclusiones mas robustasen cuanto a la

caracterizacion de C. neoformans/C. gattii en Cuba.
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Anexo 1

Flujograma de trabajo

-
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Anexo 2

Relacion de medios de cultivos empleados y su composicion.

Componentes Cantidad

Agar dextrosa de Souraud (ADSS / ADSCI) (Emmons).
Disponible comercialmente (Becton Dickinson, bioMérieux, Fluka, Oxoid, Remel,
BioCen)

Glucosa 20 g
Peptona micolégica 109
Agar 15¢
Agua destilada csp. 1000 mL
pH 6.8 +0.2

Puede suplementarse con cloranfenicol 0.05¢

Agar harina de maiz (Emmons).
Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Difco, Remel)

Harina de maiz 40 g
Agar 209
Tween 80 3 mL
Agua destilada csp. 1000 mL

Agar urea (Christensen; 1946)
Disponible comercialmente (Becton Dickinson, Biomedics, Difco, Fluka, Merck,
Remel, Sigma)

Peptona 19
Glucosa 19
Cloruro de sodio (NaCl) 50
Dihidrogeno fosfato de potasio (KH2PO4) 29
Solucién de Rojo fenol al 0,2% en alcohol al 50% 12 mg
Solucién acuosa de urea 20% esterilizada por filtracion 100 mL
Agar 209
Agua 900 mL
pH 6.8

Agar extracto de carne
Disponible comercialmente (Becton Dickinson, bioMérieux, Fluka, Oxoid, Remel,
BioCen)

Extracto de carne 39
Peptona 1 mg
Cloruro de sodio (NaCl) 59
Agar No. 3 15¢g
Agua destilada csp. 100 mL

pH 7.6
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Relacion de medios de cultivos empleados y su composicion.

Componentes Cantidad
Agar acido caféico (Vidotto et al., 2004)

No disponible comercialmente

Glucosa (inositol) 50
Acido caféico 0,18 g
Solucién de citrato férrico 4 mL
Agar noble 20 g
Agua csp. 1000 mL
pH 6.8

Solucion de citrato férrico

Citrato férrico (FeCgHs07) 0,01g
Agua csp. 20 mL
Agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB)

No disponible comercialmente

Solucién A

Glicina 10g
Dihidrégeno ortofosfato de potasio (kuzpo4) 19
Sulfato de magnesio (MgSQy) 19
Tiamina HCI 1 mg
Sulfato de L-canavanina 30 mg
Agua destilada csp. 100 mL
pH 5.6

Solucién B

Azul bromotimol 04g¢g
Agua destilada 36 mL
Hidréxido de sodio (NaOH) 0.01N 64 mL
Solucion B 20 mL
Agar 209
Agua destilada csp. 880 mL
Solucion A filtrada 100 mL
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Anexo 3.
Pruebas morfolégicas empleadas en el estudio

Examen microscopico directo (Koneman vy Robert, 1987): A partir de una
suspension del cultivo en agua destilada estéril se realiz6 una preparacion entre
porta- y cubre- objetos y observé al microscopio optico (20x y 40x) para determinar
la morfologia de la célula.

Interpretacion de la prueba: Se consider6 como sugestivo de Cryptococcus la
presencia de levaduras redondeadas u ovoides de 2 - 6 um de diametro con

presencia o no de célula hija, ausencia de otras morfologias fungicas.

Formacion de tubos germinativos (McGinnis, 1980): Con un asa estéril se tomd un
indculo pequefio que fue transferido a un tubo con 3 mL de clara de huevo y se
incubo a 37 °C durante 2 %2 a 3 h. Luego se coloc6 una gota entre porta- y cubre-
objetos y se observo al microscopio éptico (20x y 40x) para descartar la presencia
de tubos germinativos.

Interpretacion de la prueba: Se tomé como criterio de positividad el desarrollo de
filamentos con paredes paralelas, sin constriccion en su punto de origen y longitud
de 3 a 4 veces la de la célula madre.

iii) Filamentacién (Koneman vy Robert, 1987): Con un asa estéril se inoculé la

superficie del medio agar de harina maiz-tween 80 (anexo 2) mediante dos estrias
paralelas de 2,5 cm de longitud a 1 cm de distancia entre si. Posteriormente se
flameo el asa y se realizaron estrias de iguales caracteristicas perpendiculares a
las primeras. Se coloco un cubreobjetos estéril y se incubd durante 72 ha 28 °C y
se observo el cultivo directamente al microscopio optico (20x).

Interpretacion de la prueba: La prueba se considerd sugestiva de Cryptococcus
spp., cuando se observé la presencia de blastosporas y se confirmé la ausencia

de hifas, seudohifas u otras morfologias.
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Anexo 4.
Pruebas fisioldgicas y bioquimicas
Termotolerancia a 37 °C (Rippon, 1998): Con un asa estéril se inoculd la superficie
de dos cufias de ADSS vy se incubaron de forma paralela a 37 °C y 28 °C (control
de crecimiento) por 5 dias.
Interpretacion de la prueba: Se evalud la presencia de crecimiento (resistente) o

no (sensible) en comparacion con el tubo control.

Produccion de ureasa (Koneman y Robert, 1987): Se transfiri6 una colonia de la
levadura con un asa estéril a un plano inclinado de agar urea de Christensen
(anexo 2), se incubo a 28 °C y se realiz0 lectura diaria hasta 5 dias.

Interpretacion de la prueba: Se consider6 como positiva (presencia de actividad
enzimatica) cuando se observo cambio de coloracién de amarillo a rosado intenso
en el tubo inoculado y negativa (ausencia de actividad enzimética) cuando no se

observé modificacion en el color original del medio.

Asimilacién de carbohidratos (McGinnis, 1980): Previa re-siembra en agar extracto
de carne carente de glucosa (anexo 2) e incubacibn a 37 °C por
7 dias, se prepar6 una suspension de la levadura en agua destilada estéril y se
ajusto la turbidez a la escala 4 de McFarland. Luego, con hisopo estéril se sembré
de forma homogénea en placa con medio basal de asimilacion (anexo 2). Una vez
seco el indculo se colocaron los discos impregnados con fuentes de carbono
(glucosa, galactosa, lactosa, inositol, maltosa, celobiosa, rafinosa, melibiosa,
trehalosa, melizitosa y xilosa, cada uno). Las placas se incubaron hasta 72 h a
28 °C.

Interpretacion de la prueba: Se tomé como criterio de asimilacién la presencia de
halo de opacidad (crecimiento), alrededor de los discos de azucares y como
negativo la ausencia del mismo. Los patrones se interpretaron segun las tablas de

identificacion del texto de referencia.
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iv) Produccion de fenoloxidasa (Kwon-Chung et al., 2011): Previa re-siembra en agar
extracto de carne carente de glucosa (anexo 2) e incubacion a 37 °C por
7 dias, se transfiri6 una asada del crecimiento a una placa con medio agar acido
caféico (anexo 2). El cultivo se incubé a 28 °C hasta 5 dias con la realizacién de
lecturas diarias para detectar la presencia de colonias pigmentadas.
Interpretacion de la prueba: Se tomé como criterio de positividad la presencia de

colonias color café independientemente de la intensidad del mismo.

v) Crecimiento en agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) (Kwon-Chung
et al., 1982): Los aislamientos en estudio se sembraron de forma independiente en
placas con CGB (anexo 2) y se incubaron a 37 °C hasta 10 dias con la realizacién
de lecturas diarias para detectar el posible cambio de color en el medio de cultivo.
Interpretacion de la prueba: Se asumié como criterio de positividad (C. gattii) el
cambio de color del indicador del amarillo al azul cobalto y negativo

(C. neoformans) cuando no se observé modificacion en el color original del medio.
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Anexo 5

Combinacién de cebadores empleados tanto en la determinacion del serotipo y tipo

de apareamiento como en la secuenciacion de los aislamientos estudiados.

Secuencia del cebador

Alelo o domino Cebador e
(5-3)
URAS uras-f ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG
uras-r TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC
STE20Aq JOHE 7264  AGCTGATGCTGTGGATTGAATAC
JOHE 7265  GTTCAATTAATCTCACTACCTGTAG
STE20Aa JOHE 7270  ATCAGAGACAGAGGAGGAGCAAGAC
JOHE 7272  TCCACTGGCAACCCTGCGAG
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
M13 GAGGGTGGCGGTTCT
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Anexo 6

Breve descripcion de la técnica para la determinacion de la susceptibilidad a
antifingicos por el método coercial ATB™ Fungus 3 (bioMérieux, Marcy, |'Etoile,
Francia) segun las recomendaciones del fabricante.

1. En un tubo con 2 mL de NaCl al 0,9% preparar una suspension de levaduras

tomadas de un cultivo puro y fresco.
2. Ajustar la turbidez usando como referencia el patron 2 de McFarland.

3. Transferir 20 L de la suspension anterior a una ampolla de ATB F2 Mediume
inocular manualmente la galeria a razon de 135 pL por cupula

(aproximadamente 3 x 10* levaduras/mL 6 4 x 10° levaduras/clpula).

4. Colocar la tapa sobre la galeria e incubar en camara hiumeda durante 24 h a
35°C. Pasado este tiempo, si el crecimiento en las cupulas testigo es
insuficiente, incubar otras 24 horas en las mismas condiciones. Si
transcurridas las segundas 24 h continud igual, la prueba se considera como

no valida y debe repetirse.
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Anexo 7

PLANILLA DE RECOGIDA DE DATOS
DATOS GENERALES:
MNombre y apellidos: HC MNo:

Sexo: Edad: Procedencia:

DATOS CLINICOS DE INTERES:

Fecha de diagndstico de la criptococosis: Fecha de diagndstico de VIH:
Antecedentes patologicos personales:

Otras infecciones fungicas:

Tro previo con antifungicos:

Antifiangico (dosis) Fecha (duracién del tto)

Sintomas y signos: fiebre__, cefalea_ , nauseas/vémitos fotofobia_ |, alteraciones de la

conciencia___, signos meningeos
Otros:

Tto anticriptococosico actual:

Antifdngico Dosis — Fecha - — Duracion del tto
Inicio Terminacion
DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO:
Prueba Fecha Resultado
DATOS DE LABORATORIO CLINICO:
Citoguimico:
Fecha Presion Aspecto Ceélulas Proteina Glucosa

Otros complementarios:

Estudios radiolégicos:

EVOLUCION:

OTROS DATOS DE INTERES:
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Aval Comisién de Etica de la Investigacion, IPK.

v
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL 1P(
~ “PEDRO KOURI"
M Ministerio de Salud Publica
Fa Centro Auspiciado por Ia UNESCO
Centro Colaborador de Ia OMS/OPS InstiTuto

o
’/\1"‘ Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica Pedro Kouri
S y control biolégico de Vectores y huéspedes intermediarios
[ U Para el estudio de las Enfermedades Viricas
— En Tuberculosis y Micobacterias

COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 39-14.

Aislamiento y caracterizacion de Cryptococcus a partir de fuentes naturales y clinicas.
IPK 20133-2013

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Dra Yizy Rivera Castillo

Después de realizada la valoracién y anlisis correspondiente al presente documento,
aprobado por los integrantes del Comité de Etica de la institucion, emitimos el siguiente:

DICTAMEN

|. El documento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracion de
Helsinki asi como a las normas y criterios €ticos establecidos en los codigos nacionales
de ética y regulaciones legales vigentes en Cuba.

o

En el documento presentado aparece que es necesaria la incorporacion de cuatro nuevos
sitios de investigacion, y se describen sus provincias y correspondientes investigadores

3. Seaprueba la solicitud presentada

Dado, en el IPK, La Héabana, a los 9 dias del mes Septiembre del 2014

A
A
Lie llie‘m’a{del C. Valdés
President Secretaria
¥ ?L?

Dr. Robertp Fernandez D'/W
f Dr. Daniel Gonzalez

g

‘ Lic. Ana M. Montalvo Dr.C.

Teléfono (537) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (537) 202 0633; Fax: (537) 204 6051 Telex:
no ( : : . I , > elex: 51 1902 CUIPK y 51 2341 CUI
E-mail: ciipk@ipk.sld.cu, Direccién: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 72, Ciudad Habana, Cuba, P.O. Box: )(1501 Marianal:') ?3}(
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INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL I P(
~ “PEDRO KOURI”
¥ Y Ministerio de Salud Publica
pa Centro Auspiciado por la UNESCO
Centro Colaborador de Ia OMS/0PS Instituto

'-/_&‘ Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica Pedro Kouri
| S | y control biolégico de Vectores y huéspedes intermediarios
Lo U Para el estudio de las Enfermedades Viricas
En Tuberculosis y Micobacterias

CERTIFICACION DE SEGURIDAD

El que firma certifica que todas las actividades de investigacion de esta solicitud, que
involucra humanos, fueron examinados y aprobadas por el Comité de Etica del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri”, que se reunio6 en:

La Habana, Instituto Pedro Kouri, 9 dias del mes de Septiembre de 2014
(lugar y fecha)

El Comité de Etica estuvo formado por los siguientes miembros:

Nombre y Apellidos Profesion Cargo actual/institucion
Dr. Eric Martinez (Presidente) Dr.Cs Médico Invest. Titular/IPK

Sr Roberto Fernandez Médico Invest. Auxiliar/ [PK

Dr. Daniel Gonzélez Dr.C. Médico Inv. Aux. /IPK

Lic. Ana Margarita Montalvo Dr.C. Lic. Biologia Invest. Auxiliar/[PK

Lic Iliana del Carmen Valdés M.Sc. Lic. Microbiologia | Investigador Auxiliar/IPK

Dr. Eric Martinez

Presidente del Comité de Etica Institucional /
7/ 7/ 2on

ifma Fecha

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

Teléfono (537) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (537) 202 0633; Fax: (537) 204 6051 Telex: 51 1902 CUIPK y 51 2341 CUIPK
E-mail: ciipk@ipk.sld.cu, Direccién: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 %, Ciudad Habana, Cuba, P.O. Box: 601 Marianao 13
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Aval de la Comisién Cientifica Especializada de Microbiologia, IPK.

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL I
“PEDRO KOURI™

Ministerio de Salud Publica

Centro Auspiciado por la UNESCO

—— Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica
” H F S E y control biolégico de vectores y huéspedes intermediarios
| Para el estudio de las Enfermedades Viricas
P ————— En Tuberculosis y Micobacterias

Para el estudio del Dengue y su vector

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL PEDRO KOURI (IPK)

AVAL DE LA COMISION CIENTIFICA
ESPECIALIZADA DE MICROBIOLOGIA

Por este medio se hace constar que la Comisién Cientifica Especializada de Microbiologia

(CCEM), como 6rgano asesor cientifico-técnico de la Vicedireccion de Microbiologia del

§ Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), ha aprobado el Protocolo de Tesis para
optar por el titulo de Master en Bacteriologia Micologia titulado: Aislamiento y
caracterizacién de Cryptococcus a partir de fuentes naturales y clinicas, IPK, 2011-13, de la
® Dra. Yizy Rivera Gallego y que tiene como tutor a la DrC. Maria Teresa Illnait Zaragozi y

asesor al DrC. Carlos Manuel Fernandez Andreu.

/

/ L ‘
§ DriCarfos M. Ferndndez Andreu £ wijmsssi | -
Secretario CCEM, IPK ?'& A1 By /

La Habana, 30 de julio de 2014 N

Centro Colaborador te la OMS/OPS NSTITor0

Pedro Kouri



