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Tipificacién molecular de aislamientos
del complejo Cryptococcus neoformans/
Cryptococcus gattii

Molecular typing of the Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii species complex
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Resumen

La tipificacion molecular de los aislamientos del
complejo C. neoformans/C. gattii constituye hoy
en dia una nueva herramienta para la vigilancia
de este importante patdbgeno oportunista.

Por medio de esta comunicacién queremos dar
a conocer al cuerpo médico y de laboratorio
en Colombia, la importancia de la PCR huella
digital en el estudio de la diversidad genética de
los aislamientos del complejo C. neoformans/C.
gattii obtenidos en el pais. Adicionalmente, los
resultados obtenidos a partir de la tipificacion
molecular nos permiten complementar la in-
formacién recolectada en la encuesta nacional
sobre la criptococosis liderada por el Grupo de
Microbiologia del Instituto Nacional de Salud.

Los aislamientos del complejo se pueden clasi-
ficar en ocho patrones moleculares de acuerdo
con la técnica de PCR huella digital con inicia-
dores universales, que permite agrupar a los
miembros del complejo segln su especie, en
el caso de C. neoformans, de acuerdo con su
variedad. Realizar la vigilancia molecular de los
aislamientos del complejo C. neoformans/C. gattii
es una herramienta epidemiolégica de gran va-
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lor, teniendo en cuenta que la criptococosis ha
adquirido en los Ultimos afios un gran interés
debido al creciente nimero de pacientes inmu-
nosuprimidos.

Palabras claves: Criptococosis, Cryptococcus
neoformans, vigilancia, Colombia, epidemiologia
molecular.

Abstract

The molecular typing of the Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii species complex
is an useful tool for the molecular surveillance
of this important opportunistic pathogen. The
aim of this short communication is to inform
physicians and laboratory personnel in Colombia
about the importance of PCR fingerprinting in
the comprehensive study of the genetic diversity
of the C. neoformans/C. gattii species complex
in the country. Furthermore, the results obtained
from this molecular typing will enable us t
complement the information gathered during
the National Survey about cryptococcosis lead
by the Microbiology Group of the Instituto
Nacional de Salud.
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Isolates of the complex can be classified
in 8 molecular patterns according to PCR
fingerprinting using universal primers, which
allows grouping the members of the complex
according to species and, for C. neoformans,
according to variety.

The molecular surveillance of the C. neoformans/
C. gattii species complex isolates has become
an epidemiological tool of great value since
cryptococcosis  has gained an important
relevance in recent years due to the increasing
number of immune-suppressed patients.

Key words: Cryptococcosis, Cryptococcus
neoformans, surveillance, Colombia, molecular
epidemiology

La criptococosis es una de las micosis sistémicas
de gran importancia mundial que compromete
principalmente a la poblacion inmunosuprimida,
por ejemplo, los pacientes con leucemias, linfo-
mas, sarcoidosis, lupus eritematoso sistémico,
sindrome de Cushing’s y los pacientes que con-
sumen altas dosis de corticoesteroides como los
transplantados. Sin embargo, la poblacién mas
susceptible es la infectada por el VIH; y debido
a la pandemia VIH/sida el niUmero de casos por
neuroinfeccion también ha aumentado.

Actualmente, los miembros del complejo C
neoformans/C. gattii se pueden agrupar en
dos especies relacionadas: C. neoformans,
conformadas por las variedades grubii (sero-
tipo A) y neoformans (serotipo D) y un hibrido
serotipo AD; y C. gattii, con los serotipos By C.
Recientemente se ha demostrado que se pue-
den generar hibridos entre los serotipos BD y
AB @ Las dos especies presentan variaciones
epidemioldgicas, ecoldgicas y moleculares lo
suficientemente amplias como para ser consi-
deradas como especies diferentes. Por ejemplo,
se sabe que C. neoformans afecta principal-
mente a pacientes inmunosuprimidos, mientras
que C. gattii se ha aislado principalmente de
personas inmunocompetentes 9,

La criptococosis no es una enfermedad de noti-
ficacion obligatoria en ningun lugar del mundo,
excepto en la provincia de British Columbia en
Canada. En Colombia existe muy poca informa-
cién sobre su incidencia, y principalmente en
los grupos de alto riesgo, no obstante, el Grupo
colombiano de estudio de la criptococosis ha
unido esfuerzos para lograr que esta importante
entidad adquiera la relevancia que merece en la
salud publica del pais. Como resultado de esta
iniciativa, en 2007 se public el mas reciente es-
tudio epidemioldgico de la enfermedad en Co-
lombia a partir de los nueve afios de la Encuesta
Epidemioldgica sobre la Criptococosis (que se
puede ser descargar de http://www.cib.org.co),
la cual pretende identificar las caracteristicas
demograficas de la poblacién afectada, conocer
los factores de riesgo, la extensién de la dise-
minacion de la infeccién al momento del diag-
néstico y los métodos de laboratorio empleados
para establecerlo, la especie del agente causal y
el tratamiento inicial de los pacientes infectados
por aislamientos del complejo 19,

Esta encuesta revel6 que para el afio 2005 la in-
cidencia promedio anual de criptococosis fue de
2,4 casos x 10°en la poblacion general, mientras
que en los pacientes con sida era de 3 casos x
10°. Se encontrd que el 95,9% de los aislamien-
tos pertenecieron al serotipo A; 0,3% al D; 3,3%
al B;y0,5% al C @9,

Para realizar estudios epidemioldgicos y genéti-
cos del complejo C. neoformans/C. gattii se han
empleado diferentes técnicas de tipificaciéon mo-
lecular, las cuales han demostrado un alto poder
discriminatorio al agrupar los aislamientos en
diferentes patrones moleculares. Dentro de estas
técnicas moleculares predominan la PCR huella
digital con iniciadores universales como el M13,
(GACA), y (GTG), @912, el analisis del polimor-
fismo en longitud de fragmentos amplificados
(AFLP) @3, el analisis del polimorfismo en longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP) de los genes
URA5 y PLBI 19y |a tipificacion de secuencias
multilocus (MLST) empleando siete genes con-
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servados (CAP59, GPD1, LACI, PLB1, SOD1, URA5
y la regién IGS1) @519, En la tabla 1 se muestra
la concordancia de especies y serotipos con los
diferentes patrones obtenidos de las técnicas de
tipificacién actual.

La tipificacion molecular de los aislamientos del
complejo ofrece ventajas como la facilidad de
que todos los aislamientos sean caracterizados
empleando la misma técnica, la no dependencia
de la expresion de las caracteristicas fenotipicas
y la facilidad y rapidez de la técnica; sin embar-
go, también se presentan ciertas desventajas
como la falta de reproducibilidad inter e intra
laboratorios, y en especial la falta de un con-
senso entre los resultados obtenidos con las
diversas técnicas de tipificaciéon; en la actualidad
no hay un método de tipificacién estandar para
el estudio molecular de este patégeno, por lo
cual se sugiere que los laboratorios empleen la
Multilocus Sequence Typing (MLST) como técni-
ca universal 9.

La MLST ha sido propuesta por el grupo de
trabajo en Genotipificacion de Cryptococcus
neoformans y Cryptococcus gattii de la Interna-
tional Society for Human and Animal Mycoses
(ISHAM) como técnica universal para el estudio
molecular de los aislamientos del complejo
(http://cneoformans.mist.net). Sin embargo, este
mismo organismo reconoce que las técnicas

moleculares empleadas por los diversos grupos
de trabajo en el mundo, como las PCR huella
digital, utilizando iniciadores microsatélites
(M13) o minisatélites (GACA, y GTG,) y el analisis
mediante AFLP, pueden agrupar los aislamientos
en ocho patrones moleculares principales. Por lo
tanto, hoy en dia se acepta el uso de la nomen-
clatura VNI a VNIV y VGI a VGIV debido a que
se correlaciona con el concepto actual acerca de
la existencia de dos especies dentro del com-
plejo con base en el estudio de mas de 2000
aislamientos de C. neoformans y C. gattii, entre
ellos C. neoformans var. grubii serotipo A, VNI
continta siendo el patrén molecular prevalente
a escala mundial.

Las técnicas moleculares mencionadas han per-
mitido establecer la relacién entre un genotipo
en particular y su origen geogréafico, como el
caso del brote de criptococosis originado en la
isla de Vancouver, Canada, en el cual, con el em-
pleo de la MLST de ocho loci polimorficos (SX1a
o SXlo, IGS1, TEF1, GPD1, LAC1, CAP10, PLB1
y MPD1I) se logrd sugerir dos posibles origenes
geograficos (Australia o Sudamérica) para los
aislamientos causantes del brote @7.

El primer estudio de tipificacion molecular hecho
con aislamientos colombianos mostré que el
patrén molecular VNI era el prevalente (45,2%)
tanto en aislamientos clinicos como ambienta-

Tabla 1. Concordancia de los genotipos de aislamientos del complejo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii empleando diferentes técnicas

de tipificaciéon molecular.
Serotipo AFLP RFLP URAS RFLP PLB1
P Boekhout et al. ®» Meyer et al. © Latouche et al. @9
A VNI Al

PCR Huella digital
Meyer et al. &2

AFLP1
C. neoformans var. grubii A VNII AFLP1A VNII A2
A | = VNB
C. neoformans var.

D VNIV AFLP2 VNIV Ad

neoformans
Hibrido AD AD VNI AFLP3 VNI A3

(ALA4)

B/C VGI AFLP4 VGI A5
C aattii B/C VGIL AFLP6 VGII A6
-9 B/C VGII AFLP5 VGIII A7
B/C VGIV AFLP7 VGIV A8
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les del complejo ©. Estudios posteriores hechos
en el Grupo de Microbiologia han indicado que
el patron molecular VNI continda siendo el més
frecuente entre los aislamientos del serotipo A @V,
lo que concuerda con lo reportado en la literatura
@2 como el genotipo que causa en la mayoria de
casos la criptococosis en pacientes inmunosupri-
midos. Por otra parte, el predominio del patrén
molecular VGII entre los aislamientos de C. gattii
serotipo B @1 es similar a lo encontrado en Van-
couver, donde se reportd un brote de criptococo-
sis ocasionado por este genotipo .

La serotipificacion de los aislamientos del com-
plejo fue usada ampliamente durante muchos
afios como instrumento para estudios epidemio-
l6gicos; sin embargo, debido a la falta de anti-
sueros comerciales, las herramientas moleculares
han entrado a jugar un papel importante, ya que
permiten responder interrogantes que pueden
influenciar el manejo, la terapia y la vigilancia de
este importante patégeno.

El estudio del polimorfismo molecular de los
microorganismosinfecciosos ha permitidoentender
mejor la epidemiologia de estos agentes. Por lo
tanto, la vigilancia molecular de los aislamientos
del complejo C. neoformans/C. gattii que estan
circulando en Colombia, junto con los datos
primordiales obtenidos por la encuesta nacional,
nos permitird ampliar nuestro conocimiento
acerca de esta micosis, la cual adquiere dia a dia
una mayor jerarquia en las enfermedades de salud

publica que afectan a nuestro pais.
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