“Estudio Multicéntrico de Criptococosis en Argentina”

Departamento Micologia, INEl — ANLIS “Dr. C.G.Malbran”

Coordinadores: Maria Eugenia Bosco Borgeat, Graciela Davel

Participantes: Mariana Mazza, Constanza Taverna, Nicolas Refojo y laboratorios de la

Red Nacional de Laboratorios de Micologia.

OBJETIVO GENERAL
Conocer la frecuencia y distribucién de las especies del complejo Cryptococcus

neoformans asociado a infecciones humanas en la Republica Argentina.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la frecuencia de criptococosis producida por C. neoformans 'y C. gattii en

diferentes regiones de Argentina.

2. ldentificar posibles grupos de riesgo distintos de pacientes con SIDA.

3. Estudiar los genotipos y tipos sexuales de C. neoformans y C. gattii con el fin de

identificar las cepas circulantes asociadas a infeccion en humanos.

4. Conocer la distribucion geografica en el pais de los genotipos circulantes vy

comparar los resultados con los descriptos en otras regiones.

ANTECEDENTES

La criptococosis es una enfermedad causada por las especies pertenecientes al
complejo Cryptococcus neoformans, éste se encuentra formado por: C. neoformans
(var. neoformans y var. grubii) y C. gattii.

Los meétodos para la caracterizacion de las cepas del complejo C. neoformans
utilizados mundialmente son fenotipicos como la serotipificacion con sueros
especificos (lkeda 1982) y genotipicos como la PCR fingerprinting con primer M13
(Meyer 1999), la PCR - RFLP (Meyer 2003) y determinacion de tipo apareamiento o

tipo sexual.



Las cepas de C.neoformans var. neoformans son serotipo D genotipo VN IV, las cepas
de C.neoformans var grubii son serotipo Ay pueden ser genotipo VN | 6 VN I, existe
también cepas hibridas que pueden ser serotipo A, D o AD y genotipo VN Il que surge
de las combinaciones de VNI, VN Il y VN V.

Las cepas de C.gattii pueden ser serotipo B o C e, independientemente del mismo,
pueden ser genotipo VG I, VG Il, VG lll y VG IV (Kwon-Chung 1992; Meyer 2003;
Ikeda 1982).

La criptococosis producida por la especie C. neoformans es oportunista y cosmopolita.
Se presenta mas comunmente como una meningoencefalitis asociada a pacientes con
SIDA y con otros desordenes de la inmunidad, aunque, se han sido diagnosticados
casos en pacientes inmunocompetentes. La criptococosis causada por C. gattii se

encuentra mas frecuentemente asociada a individuos inmunocompetentes.

El diagndstico precoz puede mejorar el prondstico, pero el principal problema es el
sub-diagnéstico, principalmente en pacientes HIV negativos, donde el médico
dificilmente sospecha esta micosis.

La criptococosis, como todas las micosis, no es de notificacion obligatoria y por lo
tanto no existen registros histéricos que permitan estimar la prevalencia de esta

micosis en la poblacién de Argentina.

El hongo normalmente tiene su habitat en el medio ambiente donde estaria
principalmente asociado a la excreta de aves y material vegetal en descomposicion.
Comunmente, la reproduccion de esta levadura es de tipo asexual por medio de
brotacién. La infeccion se adquiere por via inhalatoria, sin embargo, se encuentra en
discusion la naturaleza de las particulas infectivas. Se postula que podrian ser
aerosoles de levaduras disecadas o basidiosporas. Las basidiosporas son producidas
tras la conjugacion de células de tipo de apareamiento o “mating type” opuestos “o” y
“a” (reproduccion sexual). La reproducciéon sexual es heterotalica y para que ocurra
dos cepas de un mismo serotipo y distinto “mating type” deben conjugarse. Este tipo
de reproduccion, de ocurrir en la naturaleza, posibilitaria la liberacion de particulas
infectivas en el ambiente y seria una importante fuente de variacion genética.

Esta demostrado que la virulencia del complejo C. neoformans depende de multiples
determinantes que pueden actuar o no en forma conjunta entre los que se incluye el

tipo de apareamiento (Kwon-Chung 1992; Wickes 1996) y el genotipo.



El 98-99% de los aislamientos de C. neoformans ambientales y clinicos son mating

“w "

type “a”. Los aislamientos con mating type “a” descriptos pertenecen a la var.
neoformans. El “mating type “a” de la var. grubii se creia extinto, pero recientemente
se detectd un grupo de cepas clinicas con estas caracteristicas geograficamente
restringidos a la region de Botswana (Litvinstseva 2005). Este descubrimiento ha
estimulado la investigacion de distintos grupos de trabajo para determinar la existencia
y distribucion global de aislamientos poco frecuentes con potencial para reproduccion
sexual. Ademas, nuevas cepas hibridas y cepas aneuploides han sido descriptas
(Bovers 2008, Xiaorong 2007). Aparentemente, existen diferencias regionales respecto

a la distribucién de los genotipos, cepas hibridas, serotipos y tipos sexuales.

Los antecedentes de distribucion y frecuencia de aislamientos de C. neoformans 'y C.
gattii en Argentina son escasos. En un trabajo realizado por el hospital Muhiz (Bava
1997) se describieron 253 casos de pacientes con criptococosis diagnosticados entre
1983 y 1993. El 92% se encontraba asociado a SIDA, del 8 % restante 4 casos fueron
producidos por C. gattii.

En una encuesta realizada durante el afio 2004 entre 72 laboratorios de la Red
Nacional de laboratorios de Micologia de Argentina (RNLM) (Davel 2007) se observé
que la criptococosis ocupaba el segundo lugar en frecuencia con 328 casos,
correspondiente al 20% de las micosis profundas diagnosticadas durante ese afio.
Asimismo, son pocos los estudios realizados para determinar los genotipos circulantes
en Argentina, y en ellos se han estudiado un escaso numero de cepas.

En un estudio de aislamientos Iberoamericanos (Meyer 2003) fueron incluidas 53
aislamientos clinicos procedentes de Argentina. Entre los aislamientos identificados
como C. neoformans 44 fueron genotipo VN I, 5 fueron VN Il, 2 fueron hibridos VN Il 'y
no se encontrd ningun VN V. Sélo se estudiaron 2 aislamientos de C. gattii uno de los
cuales fue VG Il y el otro VG Ill. En otro estudio, realizado por el Departamento
Micologia — INEI (Refojo, 2009) se recuperaron 7 aislamientos de C. neoformans
genotipo VN | y 5 aislamientos de C.gattii genotipo VG | provenientes de huecos de
arboles de espacios verdes de la ciudad de Buenos Aires. También se recuperaron
cepas de este tipo de muestras ambientales en ciudades de la cuenca del Rio Parana
Mazza, 2008), donde se aislaron 2 cepas de C. gattii serotipo C y genotipo VG lll en la
ciudad de Resistencia y 2 cepas de esta misma especie serotipo B y genotipo VG | en

las ciudades de Rosario y La Paz.



El presente proyecto permitira determinar la frecuencia de las especies del complejo
Cryptococcus neoformans y los genotipos involucrados en criptococosis humana en
las diferentes regiones de Argentina.

La generacion de una base de datos con las caracteristicas genotipicas de las cepas
circulantes en Argentina, permitira comparar los resultados con los obtenidos en otros

paises para conocer la dinamica de dispersion de cepas.

METODOS

Duracion del estudio: 2 afios. Se incluiran las cepas aisladas entre 1 de abril del 2009

al 31 de marzo de 2011.

Aislamientos: Se incluiran todos los aislamientos clinicos que se recuperen en el

periodo de duracion del estudio independientemente de su origen (LCR, BAL, Piel,
etc.). Se incluira un aislamiento por especimen clinico de cada paciente, y por cada
episodio subsecuente si lo hubiera.

Actividades de los laboratorios de la RNLM participantes: Aislamiento de los

especimenes. ldentificacion presuntiva de las cepas segun la metodologia que se
realice de rutina en cada centro. Recoleccion de los datos clinicos mediante el llenado
de la Ficha de Datos Clinicos. Derivacidon del aislamiento al Departamento Micologia
del INEI — ANLIS “Dr. C.G.Malbran”.

Actividades del laboratorio de referencia: Identificacidon definitiva de los aislamientos.

Confirmacioén a nivel de especie. Determinacion de genotipo, mediante amplificacién y
comparacion de perfiles de restriccién del gen URAS, y determinacién del tipo sexual
mediante amplificacién por PCR multiplex de genes MAT especificos de cada tipo.

Derivacion de muestras: Las muestras aisladas por cada centro de salud participante

seran enviadas al laboratorio de referencia segun normas de bioseguridad vigentes.
Cada centro recibira el envase de transporte de material biolégico para el envio de
material clinico.

Confidencialidad del paciente: Este proyecto constituye un relevamiento de situacion

de las infecciones causadas por las especies del complejo C. neoformans. Los sitios
participantes identificaran los pacientes con criptococosis para caracterizar la
incidencia de estas infecciones, agentes etiolégicos, la morbilidad y la mortalidad
asociada.

A cada caso le sera asignado un codigo de identificacion del proyecto. Los datos

clinicos y los especimenes de laboratorio enviados al centro de referencia no



contendran informacion personal del paciente. Los datos seran analizados y
guardados de forma que ninguna informacion que permita la identificacion de los

pacientes sea liberada.



