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Introduccion. La neurocriptococosis es una infeccién fangica oportunista que representa un alto
costo en vidas humanas y para la economia de los paises. Sus agentes causales, las especies del
complejo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii, tienen una fase sexuada y otra asexuada,
cuatro serotipos principales y siete variedades moleculares con diferencias clinico-epidemiolégicas,
fenotipicas y de sensibilidad a los antifingicos.

Obijetivo. Caracterizar molecularmente los aislamientos clinicos de C. neoformans de Guayaquil,
Ecuador.

Materiales y métodos. Se determind el tipo de apareamiento, el serotipo y la variedad molecular mediante
reaccion en cadena de la polimerasa y analisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccién de
27 aislamientos levaduriformes previamente identificados como C. neoformans mediante métodos
convencionales. Los aislamientos fueron recuperados del liquido cefalorraquideo de pacientes con
sindrome neurolégico seropositivos para HIV, internados en el Hospital de Infectologia “Dr. José Daniel
Rodriguez Mariduefia”, entre diciembre de 2013 y enero de 2015.

Resultados. Se demostré el amplio predominio de C. neoformans del serotipo A, MATa y el genotipo
VNI entre los aislamientos estudiados.

Conclusiones. Estos datos son similares a los obtenidos en otros paises y son los primeros de su tipo
en Guayaquil, Ecuador, por lo cual constituyen un aporte importante al conocimiento de la criptococosis
en esta ciudad.

Palabras clave: Cryptococcus neoformans, criptococosis, HIV, sindrome de inmunodeficiencia adquirida,
genotipo, Ecuador.
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Molecular characterization of Cryptococcus neoformans isolates from HIV patients, Guayaquil,
Ecuador

Introduction: Neurocryptococcosis is an opportunistic fungal infection that represents a high cost in
human lives and for the economy of countries. Its causative agent, the Cryptococcus neoformans/
Cryptococcus gattii species complex, has a sexual and an asexual phase, four major serotypes and seven
molecular varieties with phenotypic, clinical-epidemiological and antifungal susceptibility differences.
Objective: To characterize by molecular methods clinical isolates of C. neoformans from Guayaquil,
Ecuador.

Materials and methods: We determined mating types, serotypes and molecular varieties by PCR
and RFLP in 27 yeast isolates previously identified as C. neoformans by conventional methods.
The isolates were recovered from cerebrospinal fluid of HIV seropositive patients with neurological
syndrome admitted at “Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefia” Hospital from December, 2013, to
January, 2015.

Results: We established a wide prevalence of C. neoformans serotype A, MATa and genotype VNI
among the studied isolates.
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Conclusions: These data are similar to those obtained in other countries and the first identified by
molecular characterization in Guayaquil, Ecuador. Therefore, they constitute an important contribution

to the knowledge on cryptococcosis in this country.
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genotype, Ecuador.
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en un informe del 2014, Venezuela, Ecuador y
Colombia se encontraban entre los paises de la
region de las Américas con las tasas de prevalencia
mas altas de casos de infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) en el 2012 (360,
338y 307 por 100.000 habitantes, respectivamente);
por el contrario, Cuba presentaba las tasas mas
bajas (42 por 100.000 habitantes). En cuanto a la
mortalidad, en el mismo reporte se informaba de
unatasa de 17 por 100.000 habitantes en Ecuador,
en tanto que en Cuba y Chile se presentaban las
mas bajas (2,6 y 2,4 por 100.000 habitantes en
cada caso) (1).

En la medida en que la pandemia del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida se incremento, se con-
virtié en el principal factor predisponente de varias
micosis superficiales y profundas (2). A pesar de la
introduccioén del tratamiento antirretroviral altamente
efectivo, cada afio se diagnostican alrededor de un
millén de casos de meningitis criptococosica en
pacientes con HIV. Se calcula que entre 3y 5 % de
los individuos con sida en Europa la padecen, cifra
que asciende a 10 % en Estados Unidos y Brasil, en
tanto que en Africa Central supera el doble de este
porcentaje y constituye la infeccion mas comun,
conjuntamente con la tuberculosis y la malaria (3).

Hay poca informacion publicada sobre la situacion
de las micosis oportunistas en los pacientes con
HIV-sida en Ecuador. En el 2009, Chiang, et al.,
publicaron un trabajo en el Hospital de Infectologia
de Guayaquil y demostraron que la criptococosis
era la cuarta causa de ingreso por infeccion
oportunista (4).

Las especies del complejo Cryptococcus neoformans/
Cryptococcus gattii, agentes causales de la cripto-
cocosis, tienen una fase sexuada y otra asexuada,
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cuatro serotipos principales y ocho variedades
moleculares con diferencias clinico-epidemiolégicas,
fenotipicas y de sensibilidad a los antifangicos (5).
Existen numerosos métodos para estudiar la epide-
miologia molecular de las especies C. neoformans
y C. gattii. Uno de los mas ampliamente utilizados
es el de los polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccion (Restriction Fragment
Length Polymorphism, RFLP). Con base en las
diferencias genéticas reconocidas mediante estas
pruebas, se estableci6 que el serotipo A comprende
el genotipo VNI (el mas frecuente a nivel mundial,
especialmente en los paises asiaticos), el VNII y
el VNB (inicialmente considerado como restringido
a Botsuana); el hibrido AD comprende el VNIII, asi
como el Dy el VNIV. Los serotipos B y C incluyen los
genotipos VGI (el més frecuente en las infecciones
causadas por C. gattii), VGII, VGIll y VGIV (6,7).

Hasta el momento no hay datos sobre las variantes
moleculares circulantes en los pacientes seroposi-
tivos para HIV en Guayaquil.

Dada la relevancia clinico-epidemiolégica de dicha
informacién, el presente trabajo tuvo como objetivo
caracterizar molecularmente los aislamientos pre-
viamente recuperados de pacientes con HIV-sida e
identificados como C. neoformans. Los resultados
obtenidos en esta investigacion permitirdn com-
prender mejor la situacién de la criptococosis en
Guayaquil, predecir la evolucion de la enfermedad
y mejorar los protocolos de tratamiento de los
pacientes afectados.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio transversal, descriptivo
y prospectivo entre el 1° de diciembre de 2013y el
31 de enero de 2015. Se incluyeron 27 aislamien-
tos levaduriformes previamente identificados como
C. neoformans mediante métodos convencionales
(tinta china, aislamiento en agar de Sabouraud,
prueba de la ureasa en agar urea de Christensen,
produccion de tubos germinales (filamentation) en
agar harina de maiz con Tween 80®, asimilacion de
azucares y crecimiento en canavanina-glicina-azul
de bromotimol). Los aislamientos se recuperaron del
liquido cefalorraquideo de pacientes seropositivos
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para HIV internados en el Hospital de Infectologia
“Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefia” de Guayaquil,
Ecuador (8).

Extraccion de ADN

A partir del cultivo fresco de cada uno de los
aislamientos, se tomaron 10 unidades formadoras
de colonia y se suspendieron en 200 pl de solucion
tampon fosfato (PBS), pH 8,3. Para extraer el
ADN, se empleé el estuche comercial High Pure
PCR Template Preparation Kit® (Roche, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se adi-
ciond un paso previo de lisis celular con liticasa
(20 pl por muestra a 0,5 mg/ml) y se incub6 a 37 °C
durante 30 minutos.

Serotipo y tipo de apareamiento

Para la determinacién del serotipo y del tipo de
apareamiento, se realizaron dos reacciones en
cadena de la polimerasa (PCR) segun el proce-
dimiento de Carvalho, et al. (9), en las cuales
se emplearon los juegos de cebadores que se
presentan en el cuadro 1.

En cada PCR se emplearon 0,2 uM de cebadores,
0,02 U/ul de Taqg polimerasa, 1,5 mM de MgCl y
0,2 mM de solucidn trifosfato de desoxinucleoti-
dos (dNTP). La primera PCR se sometié a 94 °C
durante un minuto, seguida de 59 °C durante
30 segundos, luego 30 ciclos a 72 °C durante un
minuto, finalizando con 72 °C durante 10 minutos.
La segunda se sometié a 94 °C durante un minuto,
a 61 °C durante 30 segundos, 30 ciclos a 72 °C
durante un minuto y, por ultimo, a 72 °C durante
10 minutos. Todos los productos amplificados se
separaron en geles de agarosa al 2 % a 100 V
durante una hora (9).

Variedades moleculares

Se aplicé la técnica de RFLP siguiendo el protocolo
desarrollado por Meyer, et al. (10). Se utilizaron los
cebadores URA5 (5'ATGTCCTCCCAAGCCCTCG
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ACTCCG3') y SJO1 (5'TTAAGACCTCTGAACACC
GTACTC3). El producto de la reaccion se digirio con
las enzimas de restriccién Hhal y Sau96l; los frag-
mentos obtenidos se visualizaron en gel de agarosa
al3%despuésdeaplicarloa80V durante 3,5horas.
Como controles positivos, se emplearon las cepas
de Cryptococcus CBS9172 (Aa), CBS8710 (Aa)
(ambas AFLP1/VNI), CBS10511 (Da) y CBS10513
(Da) (ambas AFLP2/VNIV), y como negativos, la
CBS6956 (Ba) AFLP6/VGII y la CBS10101 (Ca)
AFLP7/VGIV, y agua.

Consideraciones éticas

El estudio se llevo a cabo previa autorizacion de
la Decanatura de la Facultad de Ciencias Médicas
de la Universidad Espiritu Santo y de la Jefatura
de Docencia del Hospital de Infectologia “Dr. José
Daniel Rodriguez Mariduefia”, Guayaquil, Ecuador.
Ademas, el estudio fue evaluado y aprobado por el
Comité de Bioética COBI-ASFORUM (acreditado
por las autoridades locales de salud del Ecuador) y
el Comité de Etica de la Investigacion del Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, La Habana,
Cuba (dictamen No. CEI-IPK 44-14).

Resultados

Los 27 aislamientos previamente identificados como
C. neoformans segun sus caracteristicas fenotipicas
(8) correspondieron al serotipo A, tipo de aparea-
miento MATa. En la figura 1 se muestra la corrida
electroforética de seis de los aislamientos, en la
cual se evidencio la presencia de la amplificacion
de fragmentos de 1.200 pb que lo caracteriza.

Segun los resultados de la PCR-RFLP del gen
URADS, 24 aislamientos correspondian al genotipo
VNI, mientras que en tres de ellos no se logro la
amplificacion del fragmento.

Discusion
La criptococosis es una micosis que compromete
seriamente la vida de los pacientes afectados y se

Cuadro 1. Combinacion de cebadores empleados en la determinacion del serotipo y tipo de apareamiento de los aislamientos
presuntivamente identificados como Cryptococcus neoformans por métodos convencionales

Alelo o domino Cebador Secuencia del cebador (5" - 3") Tamafio (pb)
Reaccion | MATa serotipo A JOHE 7264 5"-AGCTGATGCTGTGGATTGAATAC-3’ 1.200
JOHE 7265 5 -GTTCAATTAATCTCACTACCTGTAG-3"
MATa serotipo A JOHE 7270 5"-ATCAGAGACAGAGGAGGAGCAAGAC-3’ 870
JOHE 7272 5"-TCCACTGGCAACCCTGCGAG-3’
Reaccion Il MATa serotipo D JOHE 7267 5"-ATAGGCTGGTGCTGTGAATTAAG-3 1.200
JOHE 7268 5-GTTCAAGTAATCTCACTACATGCG-3’
MATa serotipo D JOHE 7273 5-GTTCATCAGATACAGAGGAGTGG-3" 870
JOHE 7275 5"-CTCCACTGTCAAACCTACGGC-3’
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Figura 1. Corrida electroforética en gel de agarosa al 2 % de los
fragmentos amplificados mediante PCR multiplex. Obsérvese el
amplicéon de 1.200 pb.

desarrolla por la inhalacién y la diseminacion de
conidias o levaduras disecadas de C. neoformans/
C. gattii (11). Las especies de este complejo son de
vida libre y pueden sobrevivir en diversos nichos
ecologicos. Cryptococcus neoformans presenta
una distribucion universal, afecta por lo general a
individuos inmunodeficientes e incluye dos varie-
dades fundamentales: C. neoformans var. grubii
(serotipo A) y C. neoformans var. neoformans
(serotipo D); ademas, existe el estado intervarie-
dad (intervarietal) de C. neoformans, serotipo AD.
Por su parte C. gattii (serotipos B y C) tiene una
distribucion geografica mas restringida a zonas
tropicales y subtropicales, aunque los hallazgos
recientes indican su adaptacion a otros ambientes, y
suele presentarse en individuos sin aparente altera-
cion del sistema inmunitario (6,12), lo cual podria
explicar el amplio predominio de C. neoformans en
el presente estudio.

El Hospital de Infectologia de Guayaquil atiende
a 4.000 pacientes con HIV-sida de Ecuador (13).
Esta condicién es ampliamente reconocida como
la principal predisponente para el desarrollo de
la criptococosis, especialmente la causada por
C.neoformans (14). Diversos investigadores de todas
las latitudes han respaldado esto, entre ellos, Meyer
y Cogliati en sus respectivos metaanalisis sobre
epidemiologia molecular global de C. neoformans
y C. gattii (10,12). Mas recientemente, en Cuba,
llinait-Zaragozi, et al., también demostraron que
el 100 % de los mas de 100 aislamientos de
Cryptococcus spp. autdctonos de esta isla inclui-
dos en su estudio eran de C. neoformans, serotipo
A, MATa, AFLP1 (correspondiente a VNI) (11),
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informacion que puede ser de gran utilidad para
lograr un mejor manejo de los pacientes afectados
por la criptococosis.

En la actualidad, se conoce la repercusion clinica
de la infeccién en aislamientos del tipo MATa, los
cuales presentan un comportamiento mas virulento
que el tipo MATa (15,16). Asimismo, se confirmé
que los genotipos se distinguian entre si por los
valores de corte para la concentracion inhibitoria
minima de los antifingicos mas importantes, entre
otros aspectos practicos (17,18).

Aunqgue no se usan en el diagnéstico de rutina, los
métodos moleculares se emplean para la deteccién
de secuencias genéticas especificas del complejo
C. neoformans, tanto a partir de muestras clini-
cas como de cultivos (19,20). Estas herramientas
permiten la identificacion de las especies del
complejo C. neoformans/C. gattii y otras descritas
con menor frecuencia, como C. laurentii, por lo
que suelen brindar resultados mas completos que
el diagnéstico convencional y contribuyen a una
mejor comprension de la epidemiologia y la historia
natural de la criptococosis.

Uno de los métodos mas empleados es el RFLP,
basado en el analisis del polimorfismo de un frag-
mento amplificado y digerido posteriormente con
endonucleasas, en este caso, Sau96l y Hhal. Los
estudios de epidemiologia molecular demuestran
que esta técnica se puede aplicar a la deteccion
rapida de los ocho tipos moleculares principales
del complejo C. neoformans (10,21). No obstante,
la técnica tiene limitaciones, una de las principales,
ademas de la compleja interpretacion de los resul-
tados, es el gran niumero de pasos del proceso,
la cantidad requerida de reactivos y equipos, asi
como la demanda de ADN de alta calidad, factor
crucial para su éxito (22).

La secuencia del gen URA5 es una de las mas
utilizadas debido a su gran sensibilidad (21). No
obstante, en el presente estudio no se obtuvo
ningun producto después de la amplificacion de
este fragmento en tres de los 27 aislamientos.
Este fendmeno pudo deberse a la inhibicién de
la reaccion de amplificacion o a la cantidad insufi-
ciente de material genético de la levadura. Hubo una
concordancia del 88,8 % entre el método convencio-
nal previamente empleado para la identificacion y
la técnica molecular aplicada en este estudio. Este
resultado avala la utilidad de estas pruebas en la
identificacion micolégica, especialmente, cuando se
emplean de forma combinada con otros métodos.
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Los resultados de esta investigacibn son muy
similares a lo ya reportado, especialmente en
Asia y otros paises de América Latina. En Sell, se
determiné mediante RFLP vy tipificacion multilocus
de secuencia (Multi-Locus Sequence Typing, MLST)
gue el 100 % de los 46 aislamientos estudiados
pertenecian al serotipo Aa (VNI) (23). Por su parte,
en la India, Jain demostr6 que 51 de 57 aislamientos
clinicos correspondian a este mismo genotipo, uno
a VNIV y cinco a VGII (24).

Colombia es quiza el pais de Latinoamérica que
més ha estudiado la situaciobn molecular de sus
aislamientos de Cryptococcus spp. La encuesta
epidemiolégica conducida por Meyer, et al., brindé
informacién valiosa sobre las variedades molecu-
lares circulantes en nueve paises de Iberoamérica
(20). Sus resultados fueron corroborados posterior-
mente por Sanchez, et al., quienes confirmaron
gque 35 de los 54 aislamientos procedentes de
Bogota eran C. neoformans (93 % era Aa'y 82,9 %,
VNI) y 19 eran C. gattii (47,5 % correspondientes
a MATay 52,6 % a VGII) (25). De igual forma, los
estudios de Igreja y Delgado a partir de muestras
clinicas, demostraron la prevalencia de VNI y VNII
en Brasil (26-28).

Actualmente, la tipificacién molecular de los micro-
organismos tiene un papel mucho mas amplio que
la simple determinacién de los patrones genéticos
gue caracterizan un aislamiento (19). El analisis
mediante estas técnicas de 27 aislamientos de
C. neoformans recuperados de pacientes seropo-
sitivos para HIV en Guayaquil, demostré la pre-
valencia del tipo MATaA VNI. Estos resultados
constituyen los primeros de su tipo en esta ciudad
y representan un aporte importante al conocimiento
de la criptococosis y a un mejor manejo de los
pacientes afectados.
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