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Resumen
Laincidenciaanual promedio de la criptococosis en Colombia es de 2,4 casos x10° habitantes, en
pacientes con SIDA es de 3,3 casos x10% los serotipos A y B son los més prevalentes; se ha
reportado la presencia del hongo en el ambiente identificando los serotipos A, B y C en diferentes
regiones del pais. Como la criptococosis es adquirida presuntivamente por la inhalacion de
propéagul os fungicos presentes en el ambiente, es de gran importancia e estudio epidemiol 6gico
de esta enfermedad.
Se tipificaron un total de 1063 aislamientos clinicos y ambientales mediante PCR huella digital y
Polimorfismo de Longitud de Fragmento de Restriccion, se identificaron cinco patrones
moleculares entre e periodo 2005-2014, e patrén molecular VNI fue el mas prevaente en
aislamientos clinicos y ambientales; se genotipifico por MLST 110 aislamientos clinicos (n=61) y
ambientales (n=49) se identificaron 21 secuencias tipos (ST), para C. neoformans se identificaron
13 ST entre las cepas de VNI y un ST paraVNII; para C. gattii seidentificaron tres ST paraVGlI
y dos ST paraVGI-VGlIII respectivamente.
Se realizaron tres mapas de prediccion de nicho ecoldgico: dos de C. neoformans y uno de C.
gattii, parala creacion del modelo se emplearon casos humanos y lugares positivos de muestreos
ambientales, combinando capas de datos ambiental es influyentes parala presencia del hongo.
Este estudio permitié conocer la distribucion geogréfica de los diferentes serotipos y patrones
moleculares, se amplio el conocimiento acerca de la epidemiologia, ecologia y etiologia de este
patdogeno en Colombia. Se demostré la importancia de combinar datos de casos clinicos,
ambientales y datos moleculares para e estudio de la criptococosis, este enfoque fue esencial
paraidentificar las asociaciones entre tipos de cepas.

Palabras clave: Cryptococcus neoformans, Cryptococus gattii, molecular, , MLST, correlacion.
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Abstract

The average annual incidence of cryptococcosis in Colombiais 2.4 X 106 inhabitants, in AIDS
patients is 3.3 cases x103; serotypes A and B are the most prevalent; has reported the presence of
the fungus in the environment by identifying the serotypes A, B and C in different regions. As
cryptococcosis is presumptively acquired by inhaling fungal propagules present in the
environment, it is very important epidemiological study of the disease.

A total of 1063 clinical and environmental isolates were typed by PCR fingerprint and Fragment
Length Polymorphism Restriction five molecular patterns between 2005-2014 were identified,
the molecular pattern NIV was the most prevalent in clinical and environmental isolates; MLST
was genotyped for 110 clinical isolates (n = 61) and environmental (n = 49) 21 sequence types
(ST) were identified for C. neoformans 13 ST were identified among strains of NIV and ST for
VNII; for C. gattii three ST for Vgll and two ST for VGI-VGIII respectively they were identified.
Three maps niche prediction were performed: two of C. neoformans and C. gattii one to model
creation human cases and positive local environmental sampling, combining layers influential
environmental data for the fungus were used.

This study allowed to know the geographical distribution of the different serotypes and molecular
patterns, knowledge about the epidemiology, ecology and etiology of this pathogen in Colombia
expanded. the importance of combining data from clinical, environmental and molecular data for
the study of cryptococcosis cases was demonstrated this approach was essentia to identify
associations between types of strains.

Key words: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, molecular, MLST, correlation.
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1. Introduccion

La criptococosis es una micosis oportunista, adquirida por la inhalacion de propagulos fungicos
de tamafio microscopico presentes en e ambiente; es una infeccion potencialmente fatal que
afecta los pulmones y € sistema nervioso centra (1-3), afecta tanto a personas
inmunosuprimidas, como inmunocompetentes (4). La criptococosis es causada por dos especies a
saber: Cryptococcus neoformans var. grubii (serotipo A), var. neoformans (serotipo D), un
hibrido correspondiente a serotipo AD y Cryptococcus gattii (serotipos B y C) (5,6). Estas
especies presentan diferencias fenotipicas, genotipicas y epidemioldgicas, asi como en su
distribucion geogréfica (7).

C. neoformans var. grubii y var. neoformans son de distribucion mundial y afectan
preferencialmente a individuos inmunocomprometidos como aquellos infectados con el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) (2-4). Los excrementos de aves, particularmente de palomas
(Columba livia), y suelos contaminados con éstos, han sido informados como fuentes saprofiticas
de C. neoformans var. grubii y var. neoformans (8). Laincidencia de la criptococosis oportunista
causada por la var. grubii ha crecido en los Ultimos afios a nivel mundial, debido a su ocurrencia
en individuos VIH positivos (3-5).

C. gattii, se describi6 por primeravez en el ambiente en 1990, cuando investigadores australianos
sefidlaron |os detritos de algunas especies de Eucalyptus como nichos de esta especie (9). A partir
de esa fecha C. gattii ha sido aislado de la naturaleza asociado con detritos, flores, oquedades y
madera en descomposicion de diferentes arboles, entre ellos los Eucalyptus, Acacias, Ficus y
Terminalia catappa, en varias regiones del mundo (10-13). Se encuentra principalmente en

regiones tropicales y subtropicales, afectando a individuos inmunocompetentes (6,14-16), aungque
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en los ultimos afnos se ha descritoen regiones templadas como Canad4, California'y Oregon (16-
19).

En 1999, en laisla de Vancouver en Columbia Britanica, Canada, se describi6 e primer brote de
criptococosis registrado en la historia. A partir de esa fecha, se han reportado en laisla un gran
nimero de casos de criptococosis, todos debidos a C. gattii, serotipo B. El brote ha producido
mas de 236 casos confirmados, con 19 muertes y una incidencia de criptococosis en laisla de 37
casos/millon de habitantes/afio, para e periodo 2002-2005, la més alta informada mundia mente
(17). Aunque en los ultimos afios la incidencia promedio anual de C. gattii, ha aumentado en
diferentes partes del mundo como en EEUU (8,3 casos/millon de habitantes/afio), Australia (10,4
casos/millon de habitantes/ano), Brasil (1,93 casog/millon de habitantes/afio), India (24
casos/millon de habitantes/afio) y Sur América (4 casos/millén de habitantes/afio) (20-25).

Un estudio realizado en Columbia Britanica empled un modelo de nicho ecol 6gico, basandose en
los datos ambientales y la vigilancia de los casos clinicos, para predecir |as areas geogréficas que
tienen las condiciones ecolégicas adecuadas para mantener la colonizacién permanente de C.
gattii en la Columbia Britanica, definiendo sitios como Optimos, potencial es e inadecuados (18).
Esta informacion tiene gran impacto desde € punto de vista de salud publica para aertar sobre
las posibles regiones en riesgo de presentar brotes por este patégeno (17, 18).

Con € propésito de estudiar la epidemiologia de C. neoformans/C. gattii , se han implementado
una amplia variedad de técnicas de biologia molecular como PCR huella Digita (26),
Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccién de los genes PLB1 y URAS
(RFLP) (27-29), Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP) (30) y
recientemente se utiliza e esquema de tipificacion de secuencias multilocus (MLST) (31-33) en

la cual se emplean siete genes conservados (CAP59, GPD1, LACL, PLB1, SOD1, URAS e
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IGS1), estatécnica permite realizar de manera mas robusta la genotipificacion de |os aislamientos
del complejo para determinar su clonalidad, es altamente discriminatoria para un gran numero de
patogenos, mide directamente los cambios en la secuencia de una serie de genes conservados,
caracteriza los aislamientos mediante su perfil alélico y es una excelente herramienta para la
caracterizacion taxondmica anivel molecular (31).

C. neoformansy C. gattii a menudo causan infeccion cronica en |os seres humanos y en animales
(34), existen evidencias de que la incapacidad del huésped para eliminar la infeccion depende de
la interaccion con las células fagociticas y en la cipsula de polisacarido que rodea las células
criptococicas (35-37) por consiguiente la capsula se considera el mayor factor de virulencia (38).
Sin embargo, cuando C. neoformans y C. gattii cambia de ambiente o infecta a un huésped
experimenta cambios que contribuyen a su persistencia, como la ampliacion de la cpsula,
morfologia y la aparicion de células gigantes (39-41). En los ultimos afios se ha estudiado la
respuesta inmune de esta levadura para sobrevivir en diferentes modelos animales; uno de los
model os ampliamente utilizado en resientes estudios es Galleria mellonella donde la levadura es
capaz de proliferar en el hemocelo de la oruga y puede sobrevivir a temperatura fisiolégica;
ademés que se puede explorar los factores de virulencia que pueden estar implicados en la
infeccion de C. neoformansy C. gattii, llegando aredlizar andlisis de supervivencia (42-43).

Las investigaciones realizadas por € Grupo Colombiano para e Estudio de la Criptococosis,
sobre la situacion clinicay epidemiolégica en €l pais, indican que la incidencia ha aumentado por
la pandemia de VIH; para el periodo 2006-2012 la incidencia promedio anual fue de 3,3 casos x
10® habitantes/afio en pacientes con SIDA y en e periodo 1997-2005 fue de 3,0 casos x 10°
habitantes/afio. En la poblacién general se mantiene en 2.4 x 10° habitantes/afio para los dos

periodos antes mencionados (3). El 95,9% de |os aislamientos clinicos reportados corresponden a
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C. neoformans var. grubii (serotipo A), 3,4% de los casos a C. gattii (serotipo B), 0,5% de los
casos a C. gattii (serotipo C) y 0,3% a C. neoformans var. neoformans (serotipo D), siendo Norte
de Santander, €l departamento con mayor frecuencia de casos reportados de criptococosis (77%)
por causa de C. gattii en pacientes inmunocompetentes (3,44).

Adicionalmente, en nuestro pais se han realizado diversos trabajos ambientales que describen la
importancia y una potencial relacion con aislamientos clinicos. En estos trabagjos se han
recuperado aislamientos de los serotipos A, B y C, a partir de diversas fuentes como Eucalyptus
sp, Ficus sp y Terminalia catappa, entre otros y describen técnicas de recuperacion de muestras
ambientales. (11,45-51). La evidencia ya descrita demuestra que la criptococosis puede llegar a
ser un problema parala salud publica en Colombia.

El presente trabgjo tiene como objetivo principal determinar la relacion genética entre
aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans y C. gattii en seis departamentos de
Colombia a través de la tipificacion de secuencias multilocus, ademas de relacionar las
secuencias tipo encontradas con los principales factores de virulencia que presenta la levadura,
mediante pruebas fenotipicas y un modelo invertebrado. Adicionalmente, con la informacion de
los estudios ecolégicos y con los datos suministrados por la encuesta nacional sobre la
criptococosis, la ubicacion geogréfica de areas en Colombia donde se reportan datos clinicos y
ambientales, la descripcion de condiciones ecoldgicas que se relacionan posiblemente con €
habitat de C. neoformans/C. gattii, se pretendid determinar las areas donde e hongo puede
encontrar condiciones favorables para su desarrollo y acercarse mas a la epidemiologia de este

patdgeno en Colombia.
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2. Justificacion

La criptococosis es una infeccion micotica de distribucién mundial, causada por las especies C.
neoformans y C. gattii, la frecuencia de la criptococosis ha aumentado significativamente en los
altimos afios a nivel mundia (16, 19-25). En € Ultimo estudio publicado por € grupo
Colombiano para e Estudio de la Criptococosis del afio 2012 sefialan que la incidencia anual de
la criptococosis es de 3,3 casos x 10° habitantes en pacientes con SIDA y en la poblacion genera
en 2.4 casos x 10° habitantes para e periodo 2006-2010, la incidencia de pacientes con SIDA ha
aumentado con respecto en lo reportado en € periodo 1997-2005 (3).

En Colombia las investigaciones realizadas empleando las técnicas de tipificacién molecular de
aislamientos clinicos y ambientales por PCR huella digital y RFLP, han generado hipétesis de
una posible relacion entre estos dos grupos de aislamientos (27, 51), teniendo en cuenta que la
infeccion se adquiere presuntamente por lainhalacion de los propagul os presentes en e ambiente.
Aunque estos resultados han sido de gran importancia y han generado conocimiento acerca de la
epidemiologia de este patdgeno en nuestro pais, los resultados no han sido suficientes para
sugerir que la infeccion clinica se debe a cepas circulantes en € ambiente. El MLST detecta
directamente los cambios en la secuencia de una serie de genes de expresion congtitutiva
(housekeeping genes), esta técnica nos permitira definir més en detalle si hay o no correlacion
entre aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformang/ C. gattii, siendo de gran importancia
para el pais, ya que se trata de una nueva técnica para el estudio de la epidemiologia molecular de
este patogeno. Asi mismo, € estudio de la distribucion geogréfica y condiciones macro
ecologicas de los aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformang C. gattii permitira

establecer medidas de control y prevencion.
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El presente trabgjo tiene como objetivo principal determinar la relacion genética entre
aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans/ C. gattii en Colombia, con € fin de
identificar posibles clones, ademas de explorar si existe una relacion de las secuencias tipo
encontradas con factores de virulencia. Adicionamente, con la informacion de los estudios
ecologicos y los casos clinicos, se pretende determinar las areas donde el hongo puede encontrar
condiciones favorables para su desarrollo, este conocimiento aportara informacion acerca de la
epidemiologia, ecologiay etiologia de este patégeno en Colombia.

Este estudio hace parte del proyecto “Prediccion de posibles areas endémicas para Cryptococcus
neoformans/ Cryptococcus gattii en Colombia: modelo ecologico de areas en riesgo” liderado por
el Grupo de investigacion de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud, cofinanciado por

Colciencias (codigo: 2011-3600115683).
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3. Marcodereferencia
3.1 Historia

El cientifico italiano Sanfelice en 1894 observo por primera vez un aislamiento de Cryptococcus
de la fermentacién de zumo de melocoton, observd microscopi camente una levadura encapsulada
ala que llam6 Saccharomyces neoformans; a mismo tiempo en 1894 y 1895 Busse y Buschke
por separado informaron del primer caso de la enfermedad en humanos causada por este hongo,
se recupero de lalesion tibial de un paciente, ala que llam6 "Saccharomycosis hominis™; en los
anos siguientes este patdgeno se aislo de lesiones en hombres 'y en animales (4,7).

Curtis en 1896, aislé esta levadura de un absceso inguinal de un paciente franceés, al inocular
subcuténeamente diversos animales de experimentacion observé la formacion de lesiones
tumorales en pulmon, bazo y rifiones, € nombro esta cepa como Saccharomyces subcutaneous
tumefaciens (7, 52).

En 1901 Vuillemin a estudiar esta levadura antes reportada por Sanfelice y Busse, los cuales
clasificaron sus aislamientos en el género de Saccharomyces, no encontrd las tipicas ascosporas
del género, adicionalmente éstas no fermentaban los carbohidratos y las clasificd en € género
Cryptococcus; de esta forma nombro a primer aislamiento clinico de Busse como C. hominis 'y
C. neoformans paralos aislamientos de Sanfelice (7,53).

En diferentes afos se realizaron diversos estudios, |os cuales clasificaban de forma diferente esta
levadura, este hecho causaba cierta confusion en diversas investigaciones al hablar de diferentes
géneros teniendo caracteristicas similares en €l reporte de la levadura observada; en 1935 €
cientifico Rhoda Benham aclaré los diferentes nombres que se habian atribuido a esta levadura
con los aislamientos de Sanfelice, Busse y Buschke encontrando que estas cepas eran
indistinguibles; desde estainvestigacion € género Cryptococcus fue aceptado (7,54).
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Emmons en 1951 recuperéd Cryptococcus de material vegetal en Virginia;, adicionalmente
describe en 1955 la recuperacion de Cryptococcus en muestras de excrementos de aves, propuso
que la exposicién alos excrementos de aves contaminadas esta rel acionada con las infecciones en
hombres y animales (55). Kwong Chung en 1975 describe como una levadura perteneciente al
reino de los hongos que presenta una fase anamorfa (fase asexual), lo clasifica en phylum
Deuteromycota, clase Blastomicetes, orden Cryptococcales, familia Cryptocacceae, genero

Cryptococcus (del griego Kryptos que significa escondido) (7,56).
3.2 Agente etiol6gico

Existen mas de 30 especies de Cryptococcus, dos de ellas son los principales patdgenos en seres
humanos y animales, a saber C. neoformans/ C. gattii; estas especies conforman € complejo dela
criptococosis, infeccion oportunista que afecta a personas inmunocomprometidas e
inmunocompetentes; se encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial, en material vegeta
en descomposicion y excremento de aves (1-4,57-58).

En & pasado € agente etioldgico de la criptococosis se consideraba una especie homogénea (C.
neoformans), ésta fue separada sobre la base de numerosas diferencias tanto para C. neoformans
como C. gattii, como la distribucién geogréfica, los nichos ecoldgicos, la epidemiologia,
presentacion clinicay caracteristicas moleculares (5,59).

C. neoformans /C. gattii: estas especies son levaduras que tiene forma esférica, capsulada, de
tamafio variable; la capsula es una estructura con caracteristicas morfolégicas importantes,
compuesta por varios polisacaridos, glucoroxilomanano, galactoxilomanano y manoproteina. Las
diferencias en la estructura del glucoroxilomanano explican las variaciones antigenicas y es la

base de |a separacion de | os serotipos existentes A, B, C, D, AD (5, 56).
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C. neoformans, lo conforman dos variedades, var. grubii (serotipo A) y var. neoformans (serotipo
D), adicionalmente conforman € hibrido AD, se encuentra distribuido a nivel mundial; C.
neoformans var. grubii se ha aislado principalmente del suelo contaminado con excrementos de
palomas y otras aves. C. neoformans var. neoformans es principalmente reportado en Europa
Occidental, afectando en su mayoria a personas inmunocomprometidas, con frecuencia los casos
asociados con VIH/SIDA o con cuaquier paciente inmunocomprometido; €l tipo de criptococosis
mas comun es la meningoencefalitis por Cryptococcus (60-65).

C. gattii esta conformado por los serotipos B-C y en la actualidad se han descrito nuevos hibridos
entre los serotipos BD y AB. El hibrido BD fue aislado en tres pacientes inmunocompetentes en
los paises bajos (66), € hibrido AB se aislo de un paciente inmunocomprometido en Canada (2).
C. gattii se encuentra distribuido en regiones tropicales, subtropicales y templadas (16-17, 67-
69), afectando en su mayoria a personas aparentemente inmunocompetentes; en la naturaleza se
ha recuperado de restos vegetales de arboles como Eucaliptus sp, Terminalia catappa, entre
otros, se ha reportado en los Ultimos afios en Austria, Italia, Espafia, Paises Bgjos, Japon, Corea
del Sur, India, Colombia (46, 68-77).

Las infecciones causadas por C. gattii se presentan habituamente en personas
inmunocompetentes; en su mayoria los casos son asociados con criptococosis meningea

afectando principalmente al sistema nervioso central (3, 16, 19, 25).
3.3 Criptococosis

Se cree que la enfermedad es iniciada por la inhalacion de propagulos presentes en el ambiente,
gue pueden provenir de material vegetal y excremento de aves, la infeccién usualmente es

asintomética o puede resultar en una neumonia autolimitada (78). No obstante presenta mayor
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afinidad a diseminarse de manera hematdgena a sistema nervioso central (SNC) y a otros tejidos
extrapulmonares como la piel, e esqueleto, los 0jos y otros rganos viscerales (79).

Los sintomas mas importantes son cefalea, fiebre, vomito, malestar genera y alteraciones de la
conciencia. Dentro de los signos clinicos se encuentran rigidez nucal, papiledema, hallazgos
focales, signos meningeos y alteracion de los pares craneanos, la evolucion de los sintomas varia
en su presentacion y ésta puede ser de dias a afios (80).

Entre las manifestaciones clinicas se encuentran las expresiones pulmonares que en genera
presentan sintomas inespecificos, aungue la insuficiencia respiratoria grave ha sido reportada
tanto en pacientes inmunocomprometidos e inmunocompetentes (81). La meningitis o las
lesiones focales cerebrales constituyen € cuadro clinico mas tipico, tiene como manifestaciones
clinicas cefalea, nausea, mareo, irritabilidad, disminucién en la comprension y en la agudeza
mental, cambios en |a personalidad, vision borrosa o doble y fiebre, entre otras (80,82).

La diseminacion a sistema nervioso central puede verse reflgada en meningitis o
meningoencefalitis, las cuales puede ser aguda, sub-aguda o cronica (83). En personas
inmunosuprimidas la respuesta inflamatoria meningea es rara, ya que las formas de presentacion
Son menos sintomaticas gue en pacientes inmunocompetentes donde la presentacion clinica es
severa, es habitual la presencia de lesiones granulomatosas denominados criptococomas (79-86).
En la piel se denomina criptococosis cutanea, ésta puede ser primaria donde usualmente ocurre
en &reas de trauma previo como una lesiéon por la mordedura de algiin animal (87) o secundaria
donde las lesiones pueden ser multiples y diseminadas, ubicadas tanto en éreas del cuerpo
expuestas y no expuestas, principal mente en la cabezay cuello (88).

El diagnéstico se puede realizar por examen directo, antigenemia o por cultivo. El examen

directo de la muestra se realiza habituamente; éste se basa en la observacion mediante montaje
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con tinta china diluida en solucion salina o la observacion con microscopio de contraste de fase.
En los dos casos se observan blastoconidias redondas u ovaladas, rodeadas por un gran halo claro
que corresponde a la capsula. Por lo general € liquido cefalorraquideo (LCR) presenta
anormalidades en la mayoria de los pacientes aunque también se puede observar en esputo,
lavado broncoalveolar, orina, biopsias, sangre, medula Gsea, entre otros (89-90). El diagndstico
indirecto se realiza mediante serologia, es una técnica que detecta antigenos capsulares en sangre
0 LCR, entre las técnicas disponibles para la deteccion del antigeno polisario capsular se
encuentrala aglutinacion con latex y el inmunoensayo enzimético. El cultivo se realiza en medios
para hongos como el agar Sabouraud dextrosa, donde el C. neoformansy C. gattii forma colonias
blancas de aspecto mucoide (91, 92).

La enfermedad afecta en mayor proporcion a hombres que a mujeres de cualquier edad, raza 'y
condicion socio econdmica. Las personas con predisposicion a adquirir la enfermedad son
pacientes con enfermedades cronicas como diabetes, cirrosis, fallarena y algun tipo de tumor o
trasplante, enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, leucemias, linfomas,
con tratamiento con corticosteroides, pacientes VIH/SIDA, (se considera un marcador de esta
inmunodeficiencia por ser la cuarta enfermedad que afecta a estos pacientes), entre otros (90, 93).
La visualizacion del complgo por histopatologia, se redliza en biopsias, con base en las
coloraciones de rutina (hematoxilina- eosina y acido periédico Schiff) o coloraciones especiales
(mucicarmina de Meyer, platametenaming), donde se observa en € tgjido zonas quisticas con

levaduras encapsuladas (93).
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3.4 Factoresdevirulencia.

Entre los factores de virulencia de C. neoformans C. gattii se encuentran la capsula, la
capacidad de adherenciay las proteinas con actividad enzimatica, como lafosfolipasa, proteinasa,

fenoloxidasay la ureasa, crecimiento a 37 °C, switching fenotipico y pareja sexual (94-96).

3.4.1 Cépsula

El polisacarido capsular contiene principalmente glucuronoxylomanano, confiere proteccién al

aumentar su tamafio capsular dentro del huésped donde impide lafagocitosis (97).

3.4.2 Actividad enzimética

La melanina inactiva los mecanismos de muerte intracelular, la produccion es realizada por una
enzima llamada lacasa, la cua en gran produccion protege a hongo frente a los oxidantes
generados por las células efectoras del huésped (94, 98). Las proteinas con actividad enzimética
como la fosfolipasa, contribuyen a la degradacion de la membrana de la célula huésped y por 1o
tanto a la lisis celular (94,99). Se ha demostrado que la proteinasa degrada las proteinas del
huésped que incluye colageno, elasting, fibrindbgeno, inmunoglobulinas y factores del
complemento, fenoloxidasa y la ureasa, permite a hongo aterar los niveles de pH en €
fagolisosoma en la cual degradan proteinas en € hospedero que generan respuesta inmune, asi
como favorecen la invasion mediante el dafio de membranas celulares protegiendo asi a hongo

de lafagocitosis (98-100).
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3.4.3 Crecimiento a37 °C

La capacidad para crecer a temperatura fisiol6gica es un factor de virulencia muy importante ya

gue le permite causar infeccion en mamiferos (76, 82, 87, 94).

3.4.4 Switching fenotipico

Se produce mediante el cambio morfoldgico espontaneo en la expresion génica con € fin de
escapar a reconocimiento por € sistema inmune y para adaptarse a un nuevo entorno, es un
fendmeno reversible (101-102). La primera deteccion de cambio fenotipico en Cryptococcus fue
reportado por Friesy Casadevall en 1998 (102). El cambio fenotipico siempre conduce a cambios
en la virulencia, causando cambios en la cdpsula o la morfologia de la pared celular que se
evidencia de forma macroscopica por observacion directa de las colonias, en el cambio a colonias
mucoides se observan cdpsulas mas grandes, las colonias lisas poseen cpsulas més delgadas

permitiendo un mejor cruce de la barrera hematoencefdica (103, 104).

3.4.5 Reproduccién

Las dos especies C. neoformans / C. gattii han mostrado capacidad de reproduccion sexua o
telomorfa y reproduccién asexual o anamorfa. La forma sexual genera basidiosporas (propagulo
de forma sexual). La forma asexua genera blastoconidias (propagulo de forma asexual) (105,
106).

La reproduccién sexua de esta levadura es heterotdlica con un locus MAT con dos alelos (a y o)
gue controlan la pareja sexual (107). Las blastoconidias pueden presentar paregja sexua ao a ha
sido demostradain vitro por la produccion de teleomorfos basidiomicetos, siendo la pareja sexual

MAT o la que presenta predominancia, son capaces de hacer reproduccion asexua y se presenta
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en una mayor concentracion en el ambiente. El proceso mediante €l cua ocurre el apareamiento
se divide en seis etapas. conjugacion, filamentacion, formacion de basidios, fusion nuclear,
meiosis y esporulacion (108). La reproduccion asexua se da por gemacion de sus blastoconidias
y de forma alternativa mediante un proceso |lamado fructificacion haploide, se da en medios con

limitaciones severas de nitrogeno o agua (108).

3.5 Modelo invertebrado de virulencia “Galleria mellonella”

La virulencia de los patdgenos humanos se ha estudiado clasicamente en mamiferos, siendo €
raton el modelo més utilizado. En los Ultimos afios, se ha mostrado interés por € uso de otros
modelos aternativos no vertebrados como Galleria mellonella, debido a los costos y las
implicaciones bioéticas que supone la experimentacion con modelos mamiferos (42-43, 109-
110).

Las larvas de G. mélonella se utilizan para e estudio de la virulencia en diferentes
microorganismos como: Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli, entre
otros (111-113). En los hongos patdgenos G. mellonella se ha utilizado para estudiar la virulencia
de C. neoformans/C. gattii, Candida albicans, Candida tropicalis, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides lutzi, entre otros (114-117).

G. mellonella induce una respuesta inmune innata frente a la infeccion, basada en la presencia de
hemocitos con capacidad fagocitica, 10 que se asemegja a la actividad que gercen macréfagos
neutrofilos durante la respuesta inmune innata en mamiferos (116-118).

Se han demostrado cambios similares durante la infeccién en modelos murinos y G. mellonella
en C. neoformans y C. gattii, lo que indica que este modelo puede utilizarse para € estudio de

cambios morfol 6gicos durante la infeccion, incluyen el incremento en el tamafio de la capsula 'y
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la formacidon de células gigantes (118), los cuales se piensa que son importantes para la
supervivencia del hongo en el huésped. La utilizacion de este model o puede ayudar a entender los
mecanismos que resultan en e desarrollo de la infeccion causada por C. neoformans y C. gattii

(42-43, 1009, 118).
3.6 Diversidad genética.

Debido a la importancia de C. neoformans/C. gattii como hongos patdgenos humanos, varios
grupos de investigacion se centran en la caracterizacion genotipica, para lo cual se han descrito
diversas técnicas de tipificacion molecular como o son: la electroforesis de enzimas multilocus
(MLEE) (119), PCR Huella Digital (26), Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPD)
(120), Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP) (30), RFLP del gen PLB1
0 URAS (27-28) y mas recientemente, el MLST (31-33).

Algunas de las técnicas anteriormente mencionadas han permitido agrupar a los miembros del
complggjo en 8 patrones moleculares principales. Cryptococcus neoformans. var grubii
(VNI/AFLP1, VNII/AFLP1A), var neoformans (VNIV/AFLP2) y VNIII/AFLP3 (hibrido AD),
por su parte Cryptococcus gattii  (VGI/AFLP4, VGII/AFLPG, VGIII/AFLP5, VGIV/AFLPY)
(26,30). Recientemente, AFLP y MLST han demostrado la existencia de un nuevo tipo molecular
en Botswana (genotipo VNB) que parece estar restringido geogréficamente a Africa subsahariana
(33).

El patron molecular clinico mas frecuente es VNI, y a su vez éste es el més comunmente
recuperado del ambiente (20, 24-27). El patrén molecular VNII se reporta en menor proporcion
en muestras clinicas y en la recuperacion ambiental (27), los patrones moleculares VNI y VNIV
se han reportado con mayor frecuencia en Europa (63); a diferencia de C. neoformans, C. gattii
no presenta un tipo de patron molecular frecuente a nivel clinico; éstos son cambiantes y se

27



Correlacion molecular de C. neoformans/ C. gattii en seis departamentos de Colombia. Norida Vélez

mantienen poco frecuentes en el tiempo, en muestras ambientales e patron molecular VGI se
reporta con mayor frecuencia en Australia (120), € patron VGII en Sur y Norte America
(20,121-122), siendo €l patrén que ha ocasionado € unico brote reportado a nivel mundial en la
Isla de Vancouver y en € pacifico norte de Estados Unidos (16). ElI patron molecular VGIII
predomina en paises |beroamericanos, aunque existen reportes en Nuevo Mégicoy en India (27,
123-124), el patron VGIV, se encuentra en Africadel Sur y América Central (Méjico) (16, 125).

Los diferentes resultados obtenidos por las técnicas de tipificacion molecular en  diversas
investigaciones no eran comparables , por esta razéon en 2009 Meyer W et a., realizaron €
esguema consenso de secuencias multi-locus para C. neoformans y C. gattii, establecido por la
Sociedad Internacional de Micologia Humanay Animal (ISHAM) utilizando siete loci genéticos
CAPS9, GPD1, LACL, PLB1, SOD1, URA5 y IGS1. Adicionamente acordaron la nomenclatura
mundial de los ocho principales tipos moleculares entre las dos especies y describieron la
nomenclatura por la cual se debe nombrar cada patron molecular dependiendo de la técnica de

genotipificacion implementada (31).
3.7 Epidemiologiay ecologia

A principios de la década de 1980, fecha en la cual se produjo la aparicion de la
inmunodeficiencia causada por € VIH/ SIDA, se incrementaron los reportes de criptococosis,
antes la criptococosis ocurria esporadi camente en todo € mundo. En adultos @ VIH/ SIDA es €
principal factor de riesgo para adquirir la criptococosis (1,3-4, 94,126).

A nivel mundial, las infecciones por C. neoformans y C. gattii causan aproximadamente un
millén de casos de meningitis criptocdcica por afio entre las personas con VIH/SIDA, lo que
resulta en cerca de 625.000 muertes (Centros para € Control y Prevencion de Enfermedades,
CDC, Atlanta, EE.UU., http: / /www.cdC.gov/). La mayor carga de la enfermedad se produce en
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el Africa subsahariana, donde se estima que la mortalidad oscila entre un 50% a un 70% (127-
128).

El CDC de Atlanta indica que sélo € 1 % de la poblacion infantil menor de 13 afios infectada
por e VIH/SIDA contrae la enfermedad (129). En Sudéfrica, en el mayor estudio realizado hasta
la fecha, la incidencia de la criptococosis en los nifios VIH positivos fue de 47 casos por cada
100.000 (23). En Brasil, la criptococosis causada por C. gattii infecta principalmente a los
jovenes y los nifios en las regiones Norte y Noreste de Brasil. En este grupo de pacientes, la
infeccion se caracteriza por una ata tasa de letalidad que va desde 40,6% a 56% (62,130). En
Colombia, la cifra de prevalencia de criptococosis en nifios menores de 16 afos es de 2,6%, con
mayor frecuencia en nifios que en nifias, e menor de los nifios reportado fue un neonato de 13
dias de nacido (44, 131).

Con la introduccion de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) a mediados de los
anos 90 en algunos paises como EEUU, se observd una disminucion de la incidencia de la
criptococosis (132). En Africa subsahariana, se observa una leve disminucién como lo muestra un
estudio prospectivo de pacientes con criptococosis meningea en la ciudad del Congo realizado en
el Hospital Jooste recientemente (133).

Dentro de los factores de riesgo, se encuentran la exposicion a fuentes ambientales del hongo y
factores del hospedero no identificados (6). Se ha encontrado que las enfermedades pulmonares
cronicas, € cancer y las ateraciones del estado inmune como neoplasias, son condiciones que
favorecen la colonizacién por Cryptococcus (134-136).

El género Cryptococcus es ubicuo en e mundo; éste puede sobrevivir en una variedad de nichos

ambientales, la supervivencia puede estar influenciada por factores como € pH, la humedad, la
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temperatura, la propagacion del hongo en e ambiente se da por la dispersion aérea ; € brillo
solar gjerce una accion letal sobre estalevadura (58).

La criptococosis también ha sido documentada en especies animales como gatos, perros, ovejas,
caballos, marsupiales, koalas, cabras, entre otros, en varias regiones incluidas Africa, Australia,

Nueva Zelanday Espana (137-141).
3.8 Brotepor C. gattii en Vancouver, Canada

En 1999 se describié por primera vez un brote de criptococosis en animales y humanos
aparentemente sanos causado por C. gattii serotipo B patron molecular VGllay VGIIb. A partir
de esa fecha, se han diagnosticado en la isla diversos casos de criptococosis pulmonar y del
sistema nervioso central, todos debidos a C. gattii, serotipo B. El brote ha producido mas de 236
casos confirmados, con 19 muertes y una incidencia anual de criptococosis en laisla de 37 x 10°
casos por habitantes, para € periodo 2002-2005, la méas alta informada mundia mente, siendo
endémico para esta zona del mundo (16-17).

Por otra parte, se han reportado casos de C. gattii en animales y humanos en otras regiones de
Columbia Britanica, la costa pacifica noroccidental a noroeste del Pacifico del estado de
Washington, Oregon y California en los Estados Unidos, sugiriendo la dispersién de este
patdgeno (16-17,22).

El modelo de nicho ecoldgico proporciond predicciones muy precisas mayores al 98% de
exactitud para C. gattii; se encontraron nichos ecol 6gicos ptimos a lo largo de la costa central y

sur oriental delaislade Vancouver y en Vancouver Lower Mainland (18).
3.9 El modelo de nicho ecoldgico.

El nicho ecolégico se define como e conjunto de condiciones fisicas y bioldgicas bagjo las cuales

una especie puede mantener su poblacion sin inmigracion; en este concepto se distingue un €l
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nicho fundamental (aspectos del espacio o hipervolumen, es decir, area total que cumple con
todos los requisitos fisicos y bioldgicos de una especie) y e nicho restringido o efectivo
(determinado por una variedad de factores como la dispersion, historia y barreras fisicas que
mantienen una poblacion viable incluso con depredadores y competidores) (142-144).

Un estudio realizado en Columbia Britanica empled un modelo de nicho ecoldgico, basandose en
los datos de los muestreos ambientales y la vigilancia de |os casos clinicos, para predecir las éreas
geogréficas que tienen las condiciones ecoldgicas adecuadas para mantener la colonizacion
permanente de C. gattii en la Columbia Britanica, definiendo sitios como Optimos, potenciales e
inadecuados. Esta informacién tiene gran impacto desde el punto de vista de salud publica para
alertar sobre las posibles regiones de contagio de este patdgeno (18).

El programa computacional Genetic Algorithm for Rule-set Prediction (GARP) de gran precision
y desempefio en la prediccion del nicho ecolégico ha sido ampliamente usado para predecir €l
modelo de nicho ecol bgico en diversas especies (17, 145-146). Fue desarrollado por Stockwell y
Peters en 1999 (146), este programa utiliza un superconjunto de reglas para identificar el nicho
ecologico de una especie basado en la presencia de la especie, la ausencia combinando los
valores ecol 6gicos y topol 6gicos, paralo cua manega puntos de entrada y salidas, y empargja los
datos para que todos los andlisis estén alineados con e modelo. En los Ultimos afios se ha
empleado este programa en la prediccion de algunas especies de hongos en diferentes partes del
mundo. En el 2005 Fisher M y colaboradores, describieron la baja dispersion eficaz de genotipos
asexuales en Penicillium marneffel, identificaron |a presencia del hongo en el sureste de Asia;
aplicando GARP a esta investigacion demostrd que e hongo puede dispersarse en diferentes
ambientes pero no puede mantenerse en estos debido a que el hongo ha prescindido en gran

medida de la reproduccion sexual, 1o que significa que su capacidad de adaptarse es limitada
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(147). Baptistar R, et al., en e 2007, realizaron un modelo de nicho ecoldgico fundamental en
coccidioidomicosis en e sur de California 'y Arizona (EE.UU.) y Sonora (México) utilizando
variables ambientales y los puntos de referencia geoespacial, modeladas en GARP y en €
sistemas de Informacion Geografica (SIG), identificando la presencia del hongo en las zonas del
sur de California, Arizona, Texas, Bgja Californiay € norte de México. En esta investigacion
sugieren que el nicho ecol6gico fundamental més probable de Coccidioides spp. se encuentra en
las tierras aridas de los desiertos de América del Norte (148).

La ecologia de C. neoformans y C. gattii es poco conocida, en parte porque es muy dificil
identificar el nicho (s) que ocupa; GARP utiliza mapas digitales para resumir las variables
ambientales, identifica las asociaciones entre |os datos de punto de ocurrenciay sus dimensiones
ecol 0gicas. Emplea conjuntos de reglas que definen un nicho con la exactitud de prediccion méas
alta (puntos conocidos), posteriormente se utilizan para generar mapas con areas de presencia y
ausencia. El modelo ha sido usado ampliamente para predecir la distribucion espacial de las
especies relacionando las caracteristicas ambientales de observaciones en campo, con variables

vaticinadoras (18).
3.10 Criptococosis en Colombia.

Estudios clinicos

La evidencia ya descrita demuestra que la criptococosis puede llegar a ser un problema para la
salud publica en Colombia. Laincidencia promedio anual reportada es de 2.4 x 10° habitantes en
la poblacién general y en pacientes con SIDA de 3,3 casos x 10° (3,44) y la prevalencia de
criptococosis en nifios menores de 16 afos es de 2,6% (3), segun los datos por € Grupo

Colombiano para el Estudio de la Criptococosis.
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La criptococosis es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad, en pacientes VIH,
en Colombia, la criptococosis meningea es la segunda infeccion oportunista mas frecuente en
estos pacientes, en e pais se han realizado diversas investigaciones encaminadas a entender,
responder y mangjar la enfermedad en pacientes.

Lizarazo et a., € afio 2000, analizo una cohorte de pacientes en un afio donde € curso de la
enfermedad fue severo debido a que & 37% de los pacientes murieron, los pacientes que
superaron la enfermedad sufrieron pérdida de la agudeza visual y/o de la vision, los autores
destacan la severidad de la afeccion por C. gattii, sumortalidad y lamorbilidad (149).

Castafieda, et al., en € 2012 proponen un protocolo de estudio y manego de pacientes con
criptococosis. Ellos describen la presentacion de la enfermedad segun las caracteristicas
demograficas, epidemiol bgicas, factores de riesgo, manifestaciones clinicas, tipos de diagndsticos
y mangjo de complicaciones (150). En e afio 2012 Lizarazo et al., proponen una serie de
consideraciones y ventgjas al realizar un diagnéstico temprano de la criptococosis en pacientes
con SIDA asintométicos con recuentos de células CD4+/ul < 100/ul, en paciente gue no han
recibido Terapia antiretroviral (TAR) por medio de pruebas inmunol égicas rapidas (aglutinacion
de particulas de ldex y ELISA) (151). Ese mismo afio Escandén et a. proponen la
implementacion de una prueba de flujo lateral para la determinacion del antigeno capsular en
suero, ya que representa un gran avance debido a su bajo costo, su fécil implementacién y su ata
sensibilidad y especificidad del diagnéstico (152).

La vigilancia nacional pasiva ha permitido explorar el comportamiento de la criptococosis en
nuestro pais, como lo reflgja e estudio Lizarazo, et a., en e 2014. Con base en la Encuesta
Nacional de criptococosis, se realiz6 un andlisis epidemioldgico y clinico de los casos de la

enfermedad observada en los nifios menores de 16 afios entre 1993-2010, y se encontrd una
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prevalencia de 2,6% de nifios afectados. C. neoformans (VNI 85,3%, VNII 8,8%) fue aislado en
94,1% de los casos y C. gattii (VGII) se aislo en & 5,9% de los casos (131). Ese mismo afio
Lizarazo, et a., en colaboracion con el |aboratorio de Micologia Molecular de la Universidad de
Sydney en Australia, realiz0 un estudio retrospectivo de las manifestaciones clinicas y
epidemiol 6gicas de la criptococosis por C. gattii; casos reportados por la vigilancia pasiva entre
1997-2011 evidencian una alta diversidad genética entre aislamientos clinicos, asi como €
predominio del patron molecular VGII asociado con una alta virulencia. Adicionamente recalcan
gue Colombia reporta una baja prevalencia anual para C. gattii donde es relevante resaltar el
comportamiento particular del departamento del Norte de Santander ya que representa e 33,3%
de los casos por C. gattii en nuestro pais (153).

Estudios ambientales

En Colombia se han realizado diversos trabajos ambientales que describen la importancia
ecologica y una potencial relacion con aislamientos clinicos. En agunos de estos trabajos se han
recuperado aislamientos de los serotipos A, B y C, a partir de diversas fuentes como Eucalyptus
sp, Ficus sp y Terminalia catappa, entre otros. Estos primeros estudios son iniciados por Ordoriez
en 1994 donde determiné la variedad y e serotipo de 192 aislamientos de C. neoformans
recuperados de 1972 a 1992 de origen clinico y ambiental. En este estudio reportaron la
existencia de C. neoformans (la mas frecuente en aislamientos clinicos, asi como ambientales) y
C. gattii. Se observaron tres serotipos en aislamientos clinicos, siendo el mas frecuente el serotipo
A, seguido del B y C, este tltimo fue reportado por primeravez en la ciudad de Clcuta en arboles
de amendro por medio de estainvestigacion (47).

Mas tarde Castafieda A. y colaboradores en €l 2001 recuperaron C. gattii, serotipo C a partir de

detritos de almendros, concluyendo que este tipo de arbol puede tener algin papel como planta
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intermediaria para C. gattii, recuperandose en todos los meses del afio que duro el estudio (45).
En e mismo afio los autores describen la asociacion de Cryptococcus con Eucalyptus en un
parque de Bogota el cua se encontrd en un 4% de las muestras recolectadas durante 2 afios (48).
En e 2002 Escandon y colaboradores inocularon experimentalmente almendros con un
aislamiento ambiental de C. gattii serotipo C, realizaron el seguimiento detallado de la asociacion
planta-hongo, observando que la planta permanecia viable hasta por un periodo de 12 meses pos-
inoculacion y que podia migrar desde e suelo hasta € tallo y viceversa, sin aterar
fisiologicamente la planta (154).

Huérfano y colaboradores en el afio 2003 evaluaron las caracteristicas fenotipicas de aislamientos
ambientales de C. neoformans, con € fin de establecer diferencias con el ciclo de viday la
virulencia. Ellos encontraron que la expresion de factores asociados con la virulencia fue mayor
para los aislamientos de la variedad grubii y observaron que in vitro es probable obtener
basidiosporas asexuales y blastoconidias pequefias y poco capsuladas, 1o cual puede ser de gran
importanciaen € ciclo de vidadel hongo (155).

Catarieda A y colaboradores en €l 2004, realizaron la evaluacién de varias técnicas de extraccion
de ADN de Cryptococcus sp. a partir de muestras ambientales, logrando la extraccion y
amplificacion de ADN de Cryptococcus sp. apartir de muestras ambiental es (49).

Escanddn y colaboradores en el 2005 reportaron por primera vez en muestras de detritos de
Eucalyptus en & departamento de Cundinamarca la presencia de C. gattii, serotipo B, pargja
sexual a(11).

En e afio 2006 Granados y colaboradores analizaron la relaciéon entre la presencia de los
serotipos de C. neoformans/C. gattii en muestras de arboles y las condiciones climéticas

registradas durante muestreos en cuatro ciudades de Colombia, entre 1992 y 2004; los autores
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sugieren gue las condiciones climéticas ambientales, principalmente humedad, temperatura,
evaporacion y radiacion solar, pueden afectar la ocurrencia de los diferentes serotipos en los
arboles de una manera diferencia. Estas variaciones climéticas se reflgjan en la distribucion
geogréfica de los serotipos en Colombia (50).

Entre los estudios hechos por € Grupo de Microbiologia en e 2006, se analizo la diversidad
genética de aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans y C. gattii por PCR huella
digital con M13, (GACA),y (GTG)sy por RFLP del gen URAs. Latipificacion molecular agrupo
los aislamientos clinicos en €l patron molecular VNI en un 97,5% y en aislamientos ambientales
en VGII con un 80%, Escandon et al. sugieren que los pacientes pueden adquirir la infeccion a
través de la exposicion en e ambiente (51).

En e afo 2010 Escanddn y colaboradores, reportan aislamientos de C. gattii patrén molecular
VGIII, pargja sexua a en aboles de Corymbia ficifolia en la ciudad de Bogota. Este estudio
representa un importante hallazgo ya que reporta C. gattii en arboles de C. ficifolia y afade
informacion ala amplia variedad de especies de arboles de los cuales C. gattii se puede recuperar
(156).

Firacative C. y colaboradores en €l 2011 realizan el primer reporte ambiental de C. gattii serotipo

B, en Culcuta, Colombia a partir de detritos de Ficussp (13).
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4. Proposito deinvestigacion

La presente investigacion tiene como propdsito genotipificar aislamientos clinicos y ambientales
de C. neoformans y C. gattii en Colombia por tipificaciéon de secuencias multilocus (MLST), con
el fin de identificar la presencia de posibles clones. El alcance de la presente investigacion es
establecer la correlacion de aislamientos clinicos y ambientales mediante la identificacion de
perfiles aélicos y la comparacion de aislamientos colombianos con secuencias tipo reportadas a
nivel mundial; ademas se pretendi6 explorar la relacién de las secuencias tipo con los diferentes
factores de virulencia, mediante pruebas fenctipicas y un modelo invertebrado, finalmente con la
recopilacién de los datos ambientales y casos clinicos, la ubicacién geografica de los mismosy la
caracterizacion de condiciones macro-ecol dgicas relacionadas con € habitat de C. neoformans/C.
gattii, se determinaron las areas donde € hongo puede encontrar condiciones favorables para su

desarrollo.

4.1 Preguntas de investigacion
¢Existe una asociacion entre los perfiles alélicos de aislamientos clinicos y ambientales de
C. neoformansy C. gattii?
¢Existe unarelacion entre las secuencias tipo y los principal es factores de virulencia?*
¢Existe una diferencia en la distribucion geogréfica entre las especies de C. neoformans y

C. gattii y sus secuencias tipo?
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar y relacionar los perfiles alélicos de aislamientos clinicos y ambientales de C.

neoformansy C. gattii provenientes de seis departamentos Colombia mediante MLST.
5.2 Objetivos especificos

1. Determinar € perfil molecular de aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans y
C. gattii por PCR huella digital y Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) del gen URAS.

2. Determinar e genotipo en un grupo de aislamientos clinicos y ambientales de C.
neoformansy C. gattii mediante Tipificacion de Secuencias Multilocus (MLST) de 7 loci.

3. Estudiar los principales factores de virulencia por cada secuencia tipo identificada de C.
neoformansy C. gattii.

4. Determinar si existe una diferencia en la distribucion geogréfica entre las especies de C.
neoformansy C. gattii, delimitando areas donde el hongo se puede dispersar en € futuro,

empleando el model o de nicho ecol égico.
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6. Materialesy métodos

6.1 Disefio del estudio

El presente estudio epidemioldgico es de tipo descriptivo molecular, €l cua se desea conocer s
existe correlacion entre aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans/ C. gattii por medio

de latécnicade tipificacion de secuencias multi-locus MLST.

6.2 Material biologico

Aidlamientos clinicos y ambientales de C. neoformans/C. gattii disponibles en € cepario del
grupo de Microbiologiadel Instituto Nacional de Salud, entre el periodo 2005-2014.
Aislamientos clinicos: los aislamientos clinicos se obtuvieron a través de la vigilancia pasiva de
la criptococosis en Colombia

Aislamientos ambientales. se obtuvieron del cepario ambiental disponible en & Grupo de

Microbiologiadel Instituto Nacional de Salud.
6.3 Areasde Estudios

Este estudio se enmarca en el proyecto “Prediccion de posibles areas endémicas para
Cryptococcus neoformans/ Cryptococcus gattii  en Colombia: modelo ecoldgico de areas en
riesgo” a cargo del Grupo de investigacion de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud,
cofinanciado por Colciencias (codigo: 2011-3600115683). Se estudiaron aislamientos clinicos y
ambientales de la coleccion del Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud del
periodo 2005-2014, de los departamentos de Antioquia, Atlantico, Bogota, Cauca, Norte de
Santander y Valle. Esta seleccion se basd en la participacion voluntaria de Grupos de

investigacion en el pais (Tabla 1).
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Tabla 1: Descripcion de areas de estudio segun sus caracteristicas fisicas y condiciones macro-

ecologicas
Altura ... .. | Temperatura :
Departamento (msnm) Precipitacion promegio Clima
Templado y himedo, consta de
Antioquia 1.479 1.656mm 23°C variaciones de temperaturas, la época

més seca y cdida se encuentra en los
meses de diciembre-enero y junio-julio.
Tropica seco que con dos temporadas,
Atlantico 142 821mm 27°C la primera seca (diciembre-abril) y una
estacion de lluvia (abril- noviembre).
Templado subhimedo con  dos
temporadas de lluvias (diciembre a
Bogot4, DC 2.630 1250mm 14°C marzo y de junio a septiembre) y dos
temporadas secas (marzo-junio 'y
septiembre - diciembre).

Templado y célido que varia alo largo
del afio, siendo e mes de septiembre &l
méas calido y e mes de noviembre €l
mésfrio.

Tropical seco determinado por pisos
térmicos que van del frio, pasando por
320 806mm 30°C e templado hasta llegar a cdlido, la
temporada de vientos ocurre entre junio
y septiembre.

Sabana tropical que consta de dos
estaciones. seca (diciembre-febrero y
julio-agosto) y lluvia (marzo-mayo y
septiembre-noviembre).

Cauca 1.760 1.941mm 18°C

Norte de
Santander

Valle 995 900mm 23°C

6.4 Objetivo especifico N°1:

Caracterizar los aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformansy C. gattii por PCR huella
digital y Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) del gen URAS.
Fundamento: El empleo de las técnicas de PCR huella digital y RFLP del gen URAS permitira
realizar la caracterizacion molecular inicial de los aislamientos del 2005-2014 con €l propésito de
seleccionar 97 aislamientos para ser genotipificados por MLST.

Para e cumplimiento de este objetivo, se inicio con datos previos del Grupo de Microbiologia

relacionados con la tipificacion de 621 aisamientos del periodo 2005-2012, de los cuales 493
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aislamientos eran clinicos y 128 ambientales (Anexo 1); se procesaron por PCR huella digital y
Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP); adicionalmente, un total de 442
aislamientos correspondientes a periodo 2013-2014, de los cuales 97 aislamientos eran clinicos y
345 ambientales; para un total de 1063 aislamientos tipificados por PCR huella digital y RFLP.

La metodol ogia seguida paratal fin se describe a continuacion:

6.4.1 Extraccion de ADN:

A los 442 aislamientos del periodo 2013-2014 almacenados a -70°C en glicerol a 10%, se les
realizo la extraccion de ADN como antes se ha descrito por Casali, et al 2003 (157), brevemente:
los aislamientos de C. neoformans /C. gattii, se sembraron en agar extracto de levadura-peptona-
dextrosa (Y EPD) durante 48 horas a 27 °C, posteriormente un asada de este cultivo se puso en un
tubo eppendorf y se incubd a -20 °C por una hora, a continuacion se suspendio en 500ul de buffer
delisis (10 mM Tris, pH 7,5, EDTA 1 mM, pH 8,0y 1% SDS) y se incub6 a 65 °C por una hora,
posteriormente se adiciond 500ul de fenol: cloroformo: acohol isoamilico (25:24:1), se
centrifugd por 15 minutos a 13.000 rpm, el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se afadio
un volumen igua de isopropanol, e ADN se precipitd a -20 °C durante una hora, posteriormente
se centrifugd por 15 minutos a 4 °C a 13.000 rpm. EI ADN se precipitd con etanol a 70% y se
centrifugd nuevamente por 15 minutos a 4 °C a 13.000 rpm, el ADN se secO a temperatura

ambiente, las muestras se re-suspendieron en 50ul de TE y se amacené a4 °C (158).

6.4.2 PCR Huedlladigital y Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP):

Se determiné e patrén molecular de C. neoformans y C. gattii por medio de PCR huella digital

(GTG)s y RFLP del gen URAS (26-29).
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PCR huella digital (GTG)s: se utilizd € iniciador de secuencia microsatélite (GTG)s.
Brevemente, |as amplificaciones se realizaron en un volumen final de 50 pl que contenia 31.5 pl
de agua de PCR, 2.5 ul (10 ng/ul) de ADN, 5pl de buffer de PCR 10X, 0.5 pl dNTPs a 20Mm
(20 mM de cada base: dATP, dCTP, dGTP y dTTP), acetato de sodio (50 mM) 3ul, MgCI2 (1,5
mM) 2ul, iniciador 4ul a 10ng/ul, BSA 1ul y Tag 0.5ul. Las condiciones de amplificacion se

describen a continuacion (Tabla 2).

Tabla 2: Condiciones de amplificacién PCR huella digital con € iniciador (GTG)s

Condiciones de la PCR (35 ciclos)

Desnaturalizacién 94 °C durante 20 segundos
Anillamiento 50 °C durante 1 minuto
Extension 72 °C durante 20 segundos
1 ciclofinal de extensién 72 °C durante 6 minutos

Los productos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa a 1.4% en buffer 1X Tris-
borato (TBE) a80 V durante tres horas y se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta
para su posterior toma de la fotografia. Los productos de PCR se compararon con las cepas de
referencia reportados por Meyer et a., 2009. Los patrones moleculares (VNI-VNIV y VGI-
VGIV) se asignan por comparacion de acuerdo a las bandas obtenidas de cada aislamiento (26,
29, 158).
Cepas Control:

C. neoformans var. grubbii (WM 148), patrén molecular VNI

C. neoformans var. grubbii (WM 626), patron molecular VNI

C. neoformans var. grubbii (WM 628), patrén molecular VNIII

C. neoformans var. neoformans (WM 629), patron molecular VNIV

C. gattii (WM 179), patrén molecular VGI.
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C. gattii (WM 178), patron molecular VGI|I
C. gattii (WM 161), patron molecular VGII|

C. gattii (WM 779), patron molecular VGIV

RFLP del gen URAs: amplificacion y digestion del gen orotidin monofosfato pirofosforilasa
empleando los iniciadores:

URAS5 (5ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG'3)

SJ01 (5 TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC’3)
La PCR del gen URAS se realizd en un volumen final de 50 pl que contenia: 31,5 pl de agua de
PCR, 2 ul (50 ng/ul) de ADN, 5ul de buffer de PCR 10X, 0.5 ul dNTPsa2 Mm (2 mM de cada
base: dATP, dCTP, dGTPy dTTP), 1.5ul, MgCI2 (1,5 mM) 2ul, de cada iniciador 5ul a 10ng/ul,
BSA 1ul y Taqg 0.3ul, la determinacion del patrén molecular a partir de un fragmento de 779 pb
correspondiente al gen URADS. Las condiciones de amplificacion se describen a continuacion:

(Tabla3).

Tabla 3: Condiciones de amplificacion, Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

del gen URAS
Condiciones PCR URAS (35 ciclos)
Desnaturalizacion inicial 91°C durante 3 minutos
Desnaturalizacion 94°C durante 45 segundos
Anillamiento 62°C durante 1 minuto
Extension 72°C durante 2 minutos
1 ciclofinal de extensién 72°C durante 10 minutos

Los productos se analizaron por electroforesis con geles de agarosa a 1.4% en 1X Tris-borato
(TBE) a 100 V durante una horay se visualizaran en un transiluminador de luz ultravioleta para

la posterior toma de la fotografia. Paralarestriccion de los productos de PCR se tomaron 30ul de
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producto de PCR y se digirieron con las enzimas de restriccion Hhal y Sau96 a 37 °C durante la
noche y se separaron por electroforesis en geles al 2.0% en buffer 1X Tris-borato (TBE) a 80 V
durante 2.5 horas. Los patrones de RFLP fueron asignados mediante comparacion con |os tipos
moleculares (VNI-VNIV y VGI-VGIV) visuamente, los controles empleados son los mismo

descrito en la seccidn anterior de PCR HuellaDigital. (27-28).

6.5 Objetivo especifico N° 2:

Determinar el genotipo en un grupo de aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans y
C. gattii mediante Tipificacion de Secuencias Multilocus (MLST) de 7 loci.

Fundamento: La técnica de MLST permite realizar una tipificacion robusta de los aislamientos
de C. neoformans y C. gattii permite identificar la presencia de posibles clones en los dos
grupos de aislamientos estudiados (clinico y ambiental).

Tipificacion de secuencias multilocus (MLST): iniciamente se realizé la estandarizacion de la
PCR para cada uno de los siete genes de expresion constitutiva, teniendo en cuenta las
condiciones descritas por Meyer W, et a, 2009 (31); estos incluyen los genes CAP59, GPD1,

LAC1, PLB1, SOD1, URA5 Yy laregion inter espaciadora IGS1 (Tabla 4).

Tabla 4: Nomenclaturay peso molecular de genes consensos multi-locus.

Peso molecular

Gen (ph)
CAP59 Capsular 630
GPD1 Gliceraldehido 543
LAC1. Sintesis de melanina 600
PLB1 Fosfolipasa 700
OD1. Superoxido dismutasa 700
URA; Ureasa 700
IGSL Regidn inter espaciadora 723

44



Correlacion molecular de C. neoformans/ C. gattii en seis departamentos de Colombia. Norida Vélez

Para redlizar la estandarizacion se manegjé un volumen final de 20pl y un volumen de 2ul de
ADN a una concentracion de 1ng/pl paralos genes CAP59, SOD1, IGSL y GPD1 y un volumen
de 5ul de ADN a una concentracion de 5ng/ul para los genes LACL, PLB1 y URAs (Tabla 5,
Anexo 4). Los genes LAC1 y SOD1, se estandarizaron de forma diferente con respecto a los
demés genes, debido a que la secuencia de estos genes discrimina tanto para C. neoformans y
C.gattii, se realiz6 una estandarizacion para LACL, C. gattii y otra para LAC1, C. neoformans, 1o

mismo sucede con el gen SOD1 .

Tabla 5: Condiciones de reactivos y concentraciones por reaccion empleados para la tipificacién de

secuencias multilocus (MLST) de C. neoformansy C. gattii

CAPS9, SOD1, IGS1y GPD1 LACly PLB1 URA;
. Volumen  Concentracion | Volumen por  Concentracién | Volumen por  Concentracion

Reactivo ., . L. . L. .

por reaccion Final reaccion final reaccion final
Buffer 2ul 1X 2ul 1X 2ul 1X
MgCl, 0,8 pl IMm 0,8 pl IMm 1,8ul 4.5mM
NaAC 1,7 pl 4,25M 1,7 pl 4,25M
dntp’s 0,2 ul 0,2mM/ul 0,2 ul 0,2mM/pl 0,2 ul 0,2mM/pl
Iniciador 1,2 pl 0,6 mM/ul 2.l 1 mM/ul 2 pl 1 mM/ul
Iniciador 1,2l 0.6 mM/ul 2ul 1 mM/pul 2ul 1 mM/pl
Taq 0.25ul 0.06U 0.25ul 0.06U 0.12 ul 0.06U
Total 7,35 pl* 8,9 pl** 8,1 pl***

El volumen final de aguade PCR esde 10,65 pl*, 9,1 pl ** y 6,9 pl***

Una vez estandarizadas cada una de las PCR para los 7 genes, se seleccionaron 97 aislamientos
por conveniencia; 48 aislamientosde origen clinico y 49 aislamientos de origen ambiental, alos
cuales se les realiz6 MLST; los criterios de seleccion se basaron en la representatividad de los
patrones moleculares obtenidos por PCR huelladigital - RFLPy delas 6 regiones incluidas en €l
estudio; la cantidad de ai slamientos sel eccionados fue sujeta a costos de la técnica.

Andlisis de resultados. los productos de PCR fueron secuenciados por Macrogen con el

secuenciador 23 ABI 3730 XLs., las secuencias se analizaron en € Sofware Sequencher 5.2 y
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posteriormente se realizd un andisis filogenético basado en el andisis de maxima verosimilitud
con €l programa Mega version 5.0. Los resultados obtenidos fueron confrontados con la base de
datos disponible para el compleo (http://cneoformans.mist.net/).

Adicionalmente se incluyeron en este estudio aislamientos clinicos de C. gattii que ya contaban

con la secuenciareportada por Lizarazo J, et al. en e 2014 (153).
6.6 Objetivo especifico N° 3

Estudiar los principales factores de virulencia por cada secuencia tipo identificada de C.
neoformansy C. gattii.

Fundamento: se exploraran las relaciones entre genotipo y fenotipo in vitro, entre aislamientos
clinicos y ambientales, con € fin derelacionar las secuencias tipo con la virulencia criptocécica,
Por cada secuencia tipo obtenida se selecciond al azar uno o dos aislamientos dependiendo de si
provenia de una misma fuente (clinico o ambiental), o si se teniauna misma ST de origen clinico
y ambiental. Para cumplir con este objetivo se redlizaron seis diferentes pruebas de virulencia 'y
un experimento en un modelo animal ““Galleria mellonella™ que determinan la patogenicidad de

las cepas, estas pruebas se describen a continuacion:

6.6.1 Crecimiento a37 °C

Cada aidamiento referente a cada secuencia tipo se sembrd en cajas de agar glucosado de
Sabouraud por 48 horas a 27 °C, Para esta metodologia se partié de un inéculo a 1.5X10’
UFC/ml, € cua se gustd con un espectrofotometro a una longitud de onda de 530 nm y una
lectura de 0.272 de absorbancia, posteriormente se realizd una dilucién de 1:1000 y se sembré
100ul del in6culo en agar glucosado de Sabouraud por 48 horas a 37 °C. La interpretacion se

realizé evaluando e crecimiento o la ausencia de crecimiento de los aislamientos, se empled un
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control positivo (C. unigotulatus codigo INS: H0058-3-1) y un control negativo (C. albicans

codigo INS: 18804) (158).

6.6.2 Tamariio capsular y celular

Cada aislamiento referente a cada secuencia tipo se sembro en cajas de agar glucosado de
Sabouraud por 48 horas a 27 °C, a culminar este tiempo se sembr6 una asada de cada cultivo en
10 ml de caldo Sabouraud y se incubo a 30 °C por 48 horas a 150 rpm, posteriormente se prepard
una lamina gque contenia una gota de tinta china y una gota de cada tubo, a continuacion cada
ldmina se visualizé en un Microscopio Zeizz Axiophot en un lente de 40X, por cada aislamiento
semidieron 20 células, se midi6 el dreatotal delacélulay € areade lacapsula, se calcul6 € area
celular segun €l areatotal menos & area de la capsula. Se emplearon cinco controles (C. gattii B-
3506 (H0058-1-1320) presenta tamario capsular bgjo, C. neoformans var. grubii (HO058-1-580)
presenta capsula grande alto, C. neoformans var. grubii (HO058-1-548) tamarfio capsular medio,
C. neoformans (H0058-1-737) tamafio celular medio y C. gattii (HO0058-I-755) tamario celular

bajo (5, 96-97, 158).

6.6.3. Fenotipo de las colonias

Cada aidamiento referente a cada secuencia tipo se sembr6é en cgas de agar glucosado de
Sabouraud por 48 horas a 27 °C, para esta metodologia se partié de un inéculo a 3.0X10’
UFC/ml, e cua se gjustd con un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 530nm y una
lectura de 0.561 de absorbancia, posteriormente se realizo una dilucion de 1:1000 y se sembro
100u! del inoculo en agar glucosado de Sabouraud a 27 °C y se realizd seguimiento a 20 colonias
seleccionadas a azar por 7 dias, tiempo en € cual se midié diariamente e tamafio de cada

coloniay se observaron las caracteristicas morfol6gicas. Se determind la morfologia de la colonia
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por visualizacion macroscopica de acuerdo a la textura (lisa 0 mucoide) y aspecto del margen y
de la superficie de la colonia (ondulado, liso o irregular), se emplearon tres controles que
presentaban las diferentes morfologias C. neoformans var. grubbii (HO058-1-1580) colonias que
presentan texturas no mucoide, superficie y borde rugosa, C. neoformans var. grubii (HO058-1-
5518), C. gattii (H0058-1-1320) colonias que presentan texturas mucoide, superficie y borde lisa

(158).

6.6.4. Determinacion de lafrecuenciadel switching fenotipico

Cada aidamiento referente a cada secuencia tipo se sembrd en cajas de agar glucosado de
Sabouraud por 48 horas a 27 °C, a culminar este tiempo se reaizé un inoculo a 3.0X107
UFC/ml, € cua se ajustd con un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 530nm y una
lectura de 0.561 de absorbancia, posteriormente se realizd una dilucién de 1:1000 y se sembré
100ul del inoculo en agar glucosado de Sabouraud a 27 °C por 48 horas, por cada cepa se
realizaron 100 réplicas en cajas agar glucosado de Sabouraud para determinar €l fendémeno de
switching. Se realizé la observacién de cada una de las colonias para observar un posible cambio
de acuerdo a la textura (lisa 0 mucoide). Para e caculo de la frecuencia del fendmeno, se
determind el porcentaje de colonias con variaciones morfol bgicas, con respecto al tipo de colonia
frecuente a observar las 100 cgjas, se empled un control positivo C. neoformans var. neoformans

(HO058-1-1311) que presentaba cambio respecto al tipo de la colonia (158-160).

6.6.5. Determinacion de lapargjasexua ad a

Cada aidlamiento referente a cada secuenciatipo se sembro en cajas de agar Y EPD por 48 horas a
27 °C, d culminar este tiempo se realizd la extraccion de ADN antes mencionada en el objetivo

N°1, posteriormente se realizé una PCR de acuerdo con las condiciones descritas por Hallyday et

48



Correlacion molecular de C. neoformans/ C. gattii en seis departamentos de Colombia. Norida Vélez

al (161). Para la PCR se emplearon los iniciadores MFa que codifican para una feromona
especifica para la pargja sexua o y los MFa2 que codifican para una proteina cinasa especifica
paralaparejasexua a(162).

Condiciones de reactivos y de amplificacion de PCR de pargja sexua “a” y “alfa”.

La PCR parga sexua a serealizd en un volumen final de 50 ul que contenia: 37 pl de agua de
PCR, 2 ul (10 ng/ul) de ADN, 5ul de buffer de PCR 10X, 5 pl dNTPsa2 Mm (2 mM de cada
base: dATP, dCTP, dGTPy dTTP), 1.5ul, MgCI2 (1,5 mM) 2ul, de cada iniciador 5ul a 10ng/ul,
y Taq 0.5ul, la determinacion del patrén molecular a partir de un fragmento de 120 pb. Las
condiciones de amplificacion se describen a continuacion: (Tablab).

La PCR pareja sexual a se realizé en un volumen final de 50 ul que contenia: 30.72 pl de agua
de PCR, 2 ul (10 ng/ul) de ADN, 5l de buffer de PCR 10X, 5 pl dNTPsa2 Mm (2 mM de cada
base: dATP, dCTP, dGTPy dTTP), 3ul, MgCI2 (1,5 mM) 2ul, de cada iniciador 1,2ul a 10ng/pl
de MfaU y 1.58ul a 10ng/pl de MfaL, y Taqg 0.5ul, la determinacion del peso molecular a partir
de un fragmento de 240 pb. Las condiciones de amplificacion se describen a continuacion: (Tabla
6).

Tabla 6: Condiciones de amplificacion, PCR sexual “alfa” y “a”

Condiciones PCR (30 ciclos)

Desnaturalizacion inicial 94°C durante 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C durante 1 minuto
Anillamiento 55°C durante 1 minuto
Extension 72°C durante 1 minuto
1 ciclofina de extension 72°C durante 7 minutos

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa a 1,2% en buffer 1X (TBE) a 100 V
durante 1 hora. La interpretacion se realizo por la amplificacion de una banda a la atura de 109

pb que corresponde a la pareja sexual o y una banda de 140 pb que corresponde a la pareja sexual
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a, se implementaron cepas control JEC20 (C. neoformans var. neoformans) para paregja sexua a

y JEC21 (C. neoformans var. neoformans) para pareja sexual a (156, 158).

6.6.6. Determinacion de las actividades enziméticas

Cada aislamiento referente a cada secuencia tipo se sembrd en cagjas de agar glucosado de
Sabouraud por 48 horas a 27 °C, a culminar este tiempo se realizé evaluacion enzimética parala
fenoloxidasa, proteasay fosfolipasa de la siguiente manera:

Fenol-oxidasa: Para esta metodologia se parti6 de un indculo a 1.5X10” UFC/ml, se gjusté con
un espectrofotébmetro a una longitud de onda de 530nm a una lectura de 0.272 de absorbancia,
posteriormente se realizé una dilucién de 1:1000 y se sembr6 en forma de gota en agar semilla
guizonttia por triplicado para cada aislamiento, se incubd a 27 °C y se realizaron observaciones
diarias por 24 dias para determinar la melanizacion de la colonia, la escala empleada consta de
cinco mediciones seguin laintensidad de la melanizacion (figura 1).

Figura 1. Escala de medicion de la actividad de la enzima fenol oxidasa

0,5 1 2 3 4

Se emplearon tres controles C. neoformans var grubii (HO058-1-581) actividad baja, C. gattii
(HO058-1-755) actividad altay C. neoformans var. grubbii (HO058-I1- 2257) actividad baja (158).

Proteasa: Para esta metodologia se partié de un inéculo a 3.0X10° UFC/mI, se gjusté con un
espectrofotometro a una longitud de onda de 530nm a una lectura de 0.561 de absorbancia,
posteriormente se realizd una dilucion de 1:1000 y se sembrd 10ul del inoculo en agar base
carbén levadura (Y CB) suplementado con albumina bovina sérica mas polipeptona (BSA +PP) a

27 °C por 10 dias, posteriormente se realiz6 la visualizacion de las zonas de proteolisis mediante
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la adicion de acido tricoloroacético a 10% y azul de Coomasie, la interpretacion de la actividad
proteolitica extracelular es dada por un valor PZ= A/B, donde A corresponde a diametro de la
célulay B corresponde a diametro de la célula mas la capsula,. El rango de la actividad esta
catalogado como negativa (PZ=1), bajo (PZ=0.7-0.99), medio (PZ=0.5-0.69) y ato (PZ=<0.5) se
realizo segun los valores PZ. Se emplearon dos controles C. neoformans var. grubbii (HO058-1-
743) actividad mediay C. neoformans var grubbii (HO058-1-860) actividad baja (158).

Fosfolipasa: Para esta metodologia se parti6 de un inéculo a 3.0X10” UFC/ml, se gjustd con un
espectrofotdmetro a 530nm a una lectura de 0.561 de absorbancia, posteriormente se realizo una
dilucion de 1:1000 y se sembré 10ul del inoculo en cgas de agar glucosado de Sabouraud
suplementado con yema de huevo a 27 °C por 10 dias, posteriormente se realizo la visualizacion
de las zonas de hidrdlisis que indican actividad de la fosfolipasas. La interpretacion de la
actividad de lafosfolipasa extracelular es dada por un valor PZ, calculado y medido dentro de un
rango igual al de la prueba de deteccion de actividad proteolitica extracelular. Se emplearon dos
controles C. neoformans var. grubbii (HO058-1-550) actividad bgja'y C. neoformans var. grubbii

(HO058-1-755) actividad ata, lainterpretacion se realizo segiin los valores PZ (Tabla 8) (158).

6.6.7. Modelo Invertebrado “Galleria mellonella™

Se empled para la determinacion €l nivel de virulencia de las secuencia tipo por medio de un
modelo invertebrado, se emplearon cepas control de alta virulencia (H99, C. neoformans var.
grubbii) y baja (JEC20, C. neoformans var. neoformans, pareja sexual a) con e fin de comparar
la mortalidad en el disefio animal. Las larvas se obtuvieron de un zoocriadero en la ciudad de
Cali, estas se seleccionaron seguin sus caracteristicas macroscopicas no debian presentar ninguna

coloracion en la cuticula, ya que pueden indicar larvas infectadas por hongos u otros
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microorganismos, ademas se escogieron larvas de ultimos estadios (quinto y sexto) con un
tamarnio entre 250 a 330 mg y una longitud de aproximadamente 2 cm.

Preparacion del inGculo: cada aislamiento se sembro en cajas de agar glucosado de Sabouraud
por 48 horas a 27 °C, a culminar este tiempo se realizé un inoculo gjustado a 1.5X10® por
camara de Neubauer, posteriormente se realizaron dos diluciones (1:10° y 1:10% para obtener
una concentracion de 1,5x10° UFC/mI; de esa concentracion se sembré 100pl en agar Sabouraud
y seincubo a 30 °C, con € fin de verificar la concentracion del inoculo (118).

Inoculacion de las larvas: se inocularon 20 larvas por cada cepa; las larvas seleccionadas se
inocularon con 10 pl de una suspension de levadura a 1.5X108, mediante una inyeccion en ela
Ultima pro-pierna izquierda usando una jeringa de insulina de 50U de calibre 29. Después de la
inyeccion, las larvas se incubaron en cagjas de Petri a 37 °C y € ndmero de larvas muertas se
describio diariamente.

Un grupo de 60 larvas se implementaron como control absoluto, control de desinfeccion y control
de inoculacion 20 gemplares para cada control; € primer control de larvas no tienen ninguna
manipulacion (para controlar la calidad de las larvas), € segundo grupo control de larvas
Gnicamente son desinfectadas (para controlar microorganismos) y €l tercer grupo control de
larvas se inocul6 con PBS 1X y fueron desinfectadas (para controlar algin tipo de dafio
locomotor causado por lainoculacion) (118).

Tamarfio celular y capsular de C. neoformansy C. gattii después de la inoculacion

Las células de todas las cepas fueron aisladas de las larvas de G. mellonella después de la
inoculacién, para evaluar la produccion de la capsulay € crecimiento celular in vivo. Cada larva
muerta se macerd y se homogeniz6 en 1 ml de PBS 1X. Los homogeneizados se sembraron en

caldo Sabouraud dextrosa a 30 °C por 48 horas a 150 rpm, posteriormente se prepar6 unalamina
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gue contenia una gota de tinta china y una gota de cada tubo, a continuacion cada lamina se
visualizé en un Microscopio Zeizz Axiophot en un lente de 40X. Por cada aislamiento se
midieron 20 células, se midi6 e érea total de la célulay €l area de la capsula. El andlisis se
realizo como se describié previamente en €l objetivo tres, seccion: tamafio capsular y celular (5,
96-97, 158).

Andlisis de resultados: la recoleccién de los datos de virulencia se tabul 6 en € programa Excel ®
Microsoft Corporation; el andlisis se realizd con e programa estadistico Spss version 11.0, para
las variables numéricas se desarroll6 por medio de medidas de tendencia central y para las
variables categoricas se empleo € test Chi cuadrado o test exacto de Fisher, con una significancia
menor de 0.05% y 95% de confianza. Se realiz6 €l andlisis de supervivencia mediante el método
de Kaplan-Meier para e modelo invertebrado “Galleria mellonella™, el andlisis del efecto de
cambio capsular y celular pre y pos-inoculacion se realizé mediante el estadistico de McNema

generado con un 95% de confianza
6.7 Objetivo especifico N°4

Determinar si existe una diferencia en la distribucion geogréfica entre las especies de C.
neoformansy C. gattii, y sus secuencias tipo mediante el uso del Model o de Nicho Ecol égico.
Fundamento: La creacién del Modelo de Nicho Ecoldgico permitira predecir aquellas posibles

areas endémicas para la criptococosis e identificar las zonas que actualmente albergan € hongo.

6.7.1 Sistemas de informacion geogréafica, macro-ecol 6gicay software de modelamiento

Se empled e programa computacional ArcGIS 9.1 (Environmental Systems Research Institute,
Redlands, CA, USA) para llevar a cabo e mapeo del sistema de informacion geogréfica (SIG).

Los datos macro-ecoldgicos (variables ambientales como temperatura, humedad relativa,
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presipitacion y brillo solar) se obtuvieron del observatorio nacional de Instituto Naciona de
Salud, suministrados por e Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
(IDEAM) (146), la informacion topol dgica se obtuvo de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura “FAQO” (elevacion, aspecto, pendiente, tipo de suelo y
cubierta terrestre) (147). Se empled e algoritmo GARP 1.1.6 para realizar el Modelo de Nicho

Ecolgico de C. neoformansy C. gattii en Colombia.

6.7.2 Casos clinicos y datos ambientales

Se utilizaron casos clinicos y datos ambientales de C. neoformans y C. gattii como datos de
entrada para la elaboracion del modelo de nicho ecol dgico. Los casos clinicos se obtuvieron de la
informacion clinica y epidemiolégica reportada a través de la encuesta nacional para la
criptococosis en Colombia entre e periodo 1987-2014 de todos los departamentos. Los casos
ambientales se obtuvieron de la informacion ambiental disponible en € grupo de Microbiologia
del Ingtituto Nacional de Salud entre el periodo 1987-2014.

Con € fin de aimentar e modelo se incluyeron todas las ciudades muestreadas ambientalmente
desde e periodo 1987-2014, la recopilaciéon de los datos ambientales fue de las ciudades de
Leticia, Barranquilla, Bogotd, Sogamoso, Cali, Choco, Narifio, Medellin, Monteria, Pereira,
Popayéan, Cucuta y Bucaramanga; el material vegetal provenia de varias especies de arboles y €
material biologico provenia de varias especies de aves (Anexo 2 y 3).

Ubicacién de casos humanos y ambientales de C. neoformans y C. gattii: parala ubicacion de los
casos clinicos, seincluyeron datos de ubicacién geografica de aguellas encuestas que presentaban
la direccion del domicilio del paciente, la cual fue suministrada por € paciente por voluntad
propiaal diligenciar laencuesta el profesiona de salud, estos datos se emplearon como puntos de

entrada al modelo, la ubicacion del lugar de residencia no presenta definitivamente la exposicion
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y la presencia de C. neoformans y C. gattii, pero en su lugar presenta sustitutos de donde
probablemente pudo ocurrir la exposicion. Los puntos de entrada ambientales del periodo 1897-
2014 se tomaron de la base de datos ambiental del grupo de Microbiologia del Instituto Nacional

de Salud.

6.7.3 Capas de datos clinicasy ambientales

Se utilizaron 38 capas de datos ambientales (variables ambientales, topoldgicas y geograficas)
gue se consideraron influyentes para la elaboracién del modelo de nicho ecolégico. Los datos
macro-ecol gicos se obtuvieron del IDEAM (temperatura, precipitacion, brillo solar y humedad
relativa), la informacién topol 6gica se obtuvo de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura “FAQ” (elevacion, aspecto, pendiente, tipo de suelo y cubierta

terrestre) (147).

6.7.4 Modelado GARP para C. neoformansy C. gattii

Para la creacion del modelo se emplearon casos clinicos y muestras ambientales positivas, en
model os separados para C. neoformans ambiental, C. neoformans clinico y un modelo unificado
para C. gattii clinico y ambiental; este agrupamiento fue debido a ndmero limitado de casos
clinicos reportados. GARP, programa empleado para la creacion del modelo de nicho ecol dgico,
utiliza diferentes tipos de datos y reglas en € proceso de creacién del modelo (atdmicas, alcance,
alcance negativo y regresion logistica). Las variables macro-ecoldgicas, y € conjunto de datos
topoldgicos son datos nominales. El conjunto de los datos de precipitacion, elevacion,

temperatura, vegetacion y cobertura son variables de razén (18).
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6.7.5 Datos utilizados parala validacion de los model os

Los modelos se validaron con casos y muestras colombianas, ya que nuestro pais cuenta con
unas caracteristicas particulares en su clima y cada region y/o departamento cuanta con la
particularidad ambiental, |os model os clinicos se validaron con muestras ambientales de lamisma

posicion georreferencial y viceversa.

6.7.6 Capajackknifing de datos Ambientales

GARRP identifica qué factores ambientales son mas significativos o importantes que otros para
predecir el nicho ecolégico de una especie; esta capa es |lamada jackknifing o capa del medio
ambiente, implica la gjecucion de multiples tareas con combinaciones en € modelo de nicho
ecologico con sdlo un subconjunto de las capas (18), comprueba que las capas de datos
ambientales impactan positivamente al rendimiento del modelo. EI modelo utiliza los valores de
los errores de omision y comision, lo cua busca identificar 1os errores mas pequefios, asi mismo
los valores més atos de precision y exactitud.

Para el modelo C. neoformans clinico, C. neoformans ambiental y el modelo en conjunto clinico
y ambiental de C. gattii los datos se dividieron en formacion (50%) y prueba (50%) de un
subconjunto de datos para cada modelo. Las 38 capas de datos ambientales fueron analizados
individualmente a través de 100 ensayos respectivamente. Cada ensayo del modelo consistié en

un maximo de 1000 interacciones o hasta que se alcanza €l limite de convergenciade 0,01.

6.7.7 Modelado GARP con capas de datos ambiental es influyentes

Para cada modelo de nicho ecolégico (C. neoformans clinico, C. neoformans ambiental y C.

gattii clinico-ambiental), se realiz6 un modelo final utilizando las capas de datos ambientales que
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tienen un impacto positivo identificadas por € procedimiento de Jackknifing; se realizaron 30
ensayos para C. neoformans clinico, C. neoformans ambiental y C. gattii clinico-ambiental
respectivamente. Cada modelo consistio hasta de 1000 interacciones o hasta alcanzar e modelo
mMas parsimonioso, 10s ensayos se crearon con una precision >80%; los valores de cada celda
indican: “1” condiciones ambientales Optimas en la que €l hongo se encuentra presente 0 puede

Ilegar a presentarse y “0” indica la ausencia del hongo (18).

6.7.8 Georreferenciacion de las secuencias tipo de seis departamentos

Para cada modelo de nicho ecol égico, se realizé la georreferenciacion de las secuencias tipo con

el fin de observar ladistribucion y su influencia ambiental.
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7. Resultadosy Discusion
7.1 Objetivo especifico N°1:
Determinar e perfil molecular de aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans y C.
gattii por PCR huella digital y polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)
del gen URAS.
De un total de 1063 aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans y C. gattii, 590
aislamientos fueron recuperados a través de la vigilancia nacional para la criptococosis y 473
fueron recuperados del ambiente en seis departamentos entre |os periodos 2005-2014 (Tabla 7).
Para C. neoformans los aislamientos clinicos y ambientales se relacionaron en un 88.1% en €
patron molecular VNI 'y en menor proporcion VNII con un 3.7%, para C. gattii los aislamientos
clinicos y ambientales se relacionaron en un 4.3%, con € patrén molecular VGII, seguido de
VGIII en un 3.3% y en menor proporcion VGI en un 0.6%. Los patrones moleculares VNIII,
VNIV y VGIV no se aidaron en este periodo s de muestras clinicas y ambientales, las dos
técnicas moleculares presentaron un 100% de consistencia entre los resultados obtenidos (Figura
2).

Tabla 7. Patron molecular de aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformansy C. gattii 2005-

2014.
Antioquia| Atlantico | Bogota| Cauca Norte de Valle Total (%)
Santander

VNI 130 26 147 13 36 184 536 (90.9)
8 VNII 5 9 1 4 14 33(5.5)
c VGl 2 1 2 5(0.9)
O VGlI 1 1 1 8 1 12 (2)
VGIlI 1 1 2 4(0.7)

Total 138 27 160 15 49 201 590 (100)

= VNI 19 9 37 303 17 16 401 (84.8)
*g VNII 1 4 1 6 (1.3)
S VGI 1 1(0.2)
IS VGII 31 2 33(6.9)
< VGIII 21 1 10 32 (6.8)

Total 19 9 91 308 30 16 473 (100)
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Figura 2: Caracterizacién de aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformansy C. gattii por PCR
huella digital GTG5 (A) y RFLP-URAS5 (B).
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C. neoformans var. grubii patron molecular VNI, fue identificado en todos los departamentos en
casos clinicos y cepas ambientales, resultados similares a los observados en paises como
Vietnam, India, Malasia, China, Corea, Egipto, Brasil, Australia, entre otros (24-25, 32, 27, 163).
La criptococosis en Colombia por C. neoformans var. grubbii patrén molecular VNI, reflgja una
incidencia de 95,6% de los casos notificados y presenta una alta morbilidad y mortalidad,
especialmente en los pacientes con VIH, aungque existen otros factores de riesgo como leucemia,
insuficienciarenal y diabetes.

Por su parte el agente etiologico C. gattii afecta en un del 90% de las veces a individuos
aparentemente inmunocompetentes; la incidencia de criptococosis por C. gattii en Colombia es
baja en un 3,7% con relacién alo reportado en diferente partes del mundo, como Canada que para
el periodo 2002-2005 reporto una incidencia C. gattii en la isla de 37 casogmillon de
habitantes/afio, la més alta informada mundialmente (17). Sin embargo, € departamento de Norte

de Santander tiene una alta prevalencia en un 33,3%, similar a la reportada en paises con alta
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prevalencia como €l Norte de Australia, Brasil, Canada y Papla Nueva Guinea, estos estudios se
relacionan a reporta con mayor frecuencia e patron molecular VGII en muestras clinicas como
sucede en Colombia (3, 25, 76, 121, 164- 165).

En e ambiente C. neoformans var grubii patréon molecular VNI_se distribuye en todo € mundo
en paises como Brasil, Argentina, India, entre otros, se recupera con mayor frecuencia en
excremento de aves y por lo genera en la paloma comun (Columba livia), aungque en los dltimos
anos se ha aislado de fuentes ambientales, aumentado |os informes de |a presencia de este hongo

en arboles como Terminalia catappa, Acacias, Guayacan entre otros (25, 166- 168).

C. gattii se ha recupera de diferentes especies nativas de arboles como Alnus spp, Cedrus spp,
seudotsuga menziesii, Quercus garryana y Abies grandis (22, 25). Sin embargo, €s comun
recuperar C. gattii de especies como Eucaliptus sp, Terminalia catappa, reportado en los ultimos
anos en Alemania, Austria, Italia, Espaia, Paises Bgjos, Japon, Corea del Sur, Indiay Colombig;

con mayor frecuencia es aislado el patron molecular VGII seguido de VGIII (25, 69-70, 169).

Los resultados muestran que €l patrén molecular mas comin en € ambiente es € méas comun en
casos clinicos en un 84.7% y 90.8%, respectivamente, para C. neoformans, lo cua sugiere una
posible relacion de aislamientos de origen clinico y ambiental. Adicionalmente se observé una
relacion en proporciones similares entre los patrones encontrados en e ambiente y en lo
reportados en casos clinicos. La presencia de este hongo en material vegetal y excremento de
aves puede estar favorecida por las condiciones biolégicas y fisicas del ambiente; en los Ultimos
anos los reportes de la presencia de C. neoformans 'y C. gattii en diferentes géneros de arboles y
en excremento de diferentes especies de aves, sugiere que existe una amplia variedad de nichos
ecoldgicos inexplorados. La busgueda constante de la distribucion clinica y del ambiente es

importante para entender la epidemiologia, la ecologiay la etiologia de este patégeno.
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7.2 Objetivo especifico N° 2:

Determinar el genotipo en un grupo de aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans y
C. gattii mediante Tipificacion de Secuencias Multilocus (MLST) de 7 loci.

A partir de los cinco diferentes patrones moleculares obtenidos por PCR Huella Digital y RFLP
se seleccionaron 97 aislamientos de |os cual es 48 aislamientos fueron clinicos: 46 aislamientos C.
neoformans y dos C. gattii, adicionalmente se incluyeron 12 aislamientos clinicos de C. gattii que
ya contaban con la secuenciatipo realizado por Lizarazo et a en el 2014 (153) (Anexo 5).

De un total de 60 aislamientos clinicos el 76.7% correspondian a sexo masculino, €l promedio de
la edad fue 42 afios con valores minimos de 18 afios y maximos de 82 afios de edad, € sintoma
mas comun fue dolor de cabeza en un 73.3%, seguido de fiebre en un 53,3% y nauseas en un
51.6%, en menor proporcion confusion, alteracion visual, tos'y pérdida de peso, € 71.6% de los
casos presentaban algun factor de riesgo, siendo € mas comun VIH/SIDA+ con un 65% de los
casos, de los cuales €l 16.6% definid SIDA a momento de diagnosticarles la criptococosis; €l
88.3% eran casos nuevos y € 11.2% eran casos que presentaron recaida en un tiempo menor a 6
meses, el 23.3% de |os pacientes fallecieron (Tabla 8).

Se seleccionaron 49 aislamientos ambientales de los cuales 41 fueron C. neoformans y ocho C.
gattii, e 73,5 % provenia de 10 diferentes géneros de &bol y e 26,5% restante provenia de
excremento de Columba livia (Tabla 9).

En total se genotipificaron por MLST 109 aislamientos, clinicos (n=60) y ambientales (n=49), y
se identificaron 20 secuencias tipos (ST) diferentes. Para C. neoformans se identificaron 12 ST
entre las cepas de VNI y una ST entre las cepas de VNII; para C. gattii se identificaron tres ST
entre las cepas de VGII y dos ST para VGI — VGIII. La relacion genética de los aislamientos
estudiados se muestraen las Figura 3, para C. neoformans, y laFigura 4 para C. gattii, mientras

que ladistribucion de los ST por departamento se muestraen las Figuras 10y 11.
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Tabla 8: Manifestaciones clinicas, factores de riesgo y condicion de egreso de casos de Criptococosis

asociados a aislamientos tipificados mediante MLST

_ C. neoformans C. gattii Total
Caracteristicas n=46 % n=14 %
Sexo
Masculino 36 78,3 10 21,7 46
Femenino 10 21,7 4 8,7 14
Signosclinicos
Dolor de cabeza 32 69,6 12 26,1 44
Fiebre 26 56,5 6 13,0 32
Nauseas y vomito 26 56,5 5 10,9 31
Confusion 16 34,8 6 13,0 22
Signos meningeos 10 21,7 3 6,5 13
Alteracion visud 8 17,4 3 6,5 11
Convulsion 6 13,0 2 4,3 8
Tos 7 15,2 1 2,2 8
Perdida de peso 8 17,4 2 43 10
Factoresde Riesgo *
VIH/SIDA+ 36 78,3 3 6,5 39
Sindrome de Evans 1 2.2 1
Lupus 2 43 2
Artritis 1 2,2 1
Condicion
Vivo 34 73,9 12 26,1 46
Muerto 12 26,1 2 4,3 14

*17 casos clinicos no presentaron un tipo de riesgo

Tabla 9. Aisamientos ambientales de C. neoformansy C. gattii por genero de arbol y especie animal.

Especie C.neoformans C. gattii Total (%)
Acacia 2 2 (41
Corymbia 2 1 3 (62
Eucalyptus 7 4 11 (22,4)
Guaiacum 1 1 (2
Qiti 2 3 5 (10,2
Palmera Real 1 1 (2
Pinus 1 1
Pithecellobium 1 1 (2
Roble 3 3 (62
Terminalia catappa 8 8 (16,3
Culumba livia 13 13 (26,5)
Total 41 8 49 (100)

(o)}
N
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En los 87 aisamientos clinicos y ambientales de C. neoformans se identificaron 13 secuencias

tipo diferentes, la més frecuente fue ST93 con un 42.5%, seguido del ST23 en un 14%, ST77

con el 13%, ST2 en un 6.8% y en menor proporcion se identificaron los ST5, ST6, ST15, ST40,

ST56, ST63, ST69, ST71 y ST226. De los 22 aislamientos de C. gattii se identificaron 7

secuencias tipo; la més frecuente fue ST25 en un 36%, seguido del ST79 con un 27% y en menor

proporcién se identificaron los ST51, ST58, ST75, ST323y ST324 (Tabla 13, Anexo 6).

Tabla 10. Secuenciastipo de aislamientos clinicosy ambientales de C. neoformansy C. gattii

Secuenciastipo alélicas

Especie | N° deaislamientos | Clinico| Ambiental | CAP59 | GPD1 | IGS1 | LAC1 | PLB1| SOD1 | URAS | ST
6 6 0 7 1 1 1 1 1 2 |,
5 5 0 1 3 1 5 2 1 1 |5
1 1 0 1 1 1 3 2 1 5 |6
2 0 2 1 2 6 3 2 1 1 |15
0 13 0 13 7 1 1 2 1 1 2 |23
g 2 2 0 2 9 14 8 1 | 12 4 a0
8 1 0 1 1 1 1] 2 1 1 2 |56
3 1 1 0 7 1 1 18 1 1 1 |e3
S 5 5 0 7 5 1 3 3 1 1 g9
1 1 0 7 5 1 3 4 1 1 7
12 1 1 1 1 25 | 3 2 1 1 |77
37 24 13 1 23 10 3 4 1 1 |o3
1 0 1 7 3 1 5 2 1 1 226
Total 87
8 7 1 2 6 25 | 4 18 | 12 10 [o5
2 2 0 16 5 3 5 5 3R 12 |51
= 2 2 0 16 1 | 13 | 19 | 15 | 34 14 |58
g 2 0 5 18 3 1| 3 6 | 40 | 19 |75
S 6 1 5 29 7 5 | 2 4 | 28 | 21 |79
1 1 0 2 6 95 4 18 12 10 |323
1 1 0 2 21 25 4 41 12 2 |324
Total 22
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Figura 3. Andlisis filogenético de aisamientos clinicos y
ambientales de C. neoformans. La historia evolutiva se
dedujo utilizando e método de maxima verosimilitud
basado en d modelo Jukes-Cantor (170), utilizando
secuencias de nucledtidos concatenados de 7 loci y una
secuencia representativa para cada tipo MLST. Los valores
de Bootstrap se muestran para cada rama (1000
repeticiones);
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Figura 4. Andlisis filogenético de aislamientos clinicos y ambientales de C. gattii. La historia evolutiva

se dedujo utilizando e método de méxima verosimilitud basado en e modelo Jukes-Cantor (170),
utilizando secuencias de nuclebtidos concatenados de 7 loci y una secuencia representativa para cada
tipo MLST. Los valores de Bootstrap se muestran para cada rama (1000 repeticiones); (A: aidamientos

ambientales; C: aislamientos clinicos)
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Delos 109 aislamientos de C. neoformans y C. gattii genotipificados por MLST, el 20.8% son de
Norte de Santander, e 18,3% de Antioquia, € 17,4% de Valle, € 15,6% de Bogota, 14,6% de

Atlantico y € 13,7% de Cauca. Las secuencias tipo que compartian aislamientos de origen
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clinicos y ambientales se agruparon en diferentes departamentos; para C. neoformans, el ST93 se
identifico en los seis departamentos en muestras ambientales y clinicas, el ST77 se identifico en
cinco departamentos (Antioquia, Atlantico, Cauca N. Santander y Valle), para C. gattii el ST25
se identificd en tres departamentos (Antioquia, Bogotay N. Santander) y € ST79 se identifico en
dos departamentos (Atlantico y N. Santander) (Anexo 6).

La caracterizacion por MLST de aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformansy C. gattii
en seis departamentos de Colombia revel6 una ata diversidad genética, a encontrar 13 y 7
secuencias tipo diferentes para cada especie, respectivamente. Lo anterior se relaciona con la
investigacion realizada por Bedle A, et al., en € 2015, quienes reportaron para Sudafrica 50
secuencias tipo diferentes entre 230 aislamientos de C. neoformans var. grubbii, para la ciudad
del Cabo y Pietermaritzburg, KwaZulu-Natal; los autores concluyen un alto nivel de diversidad
genéticay altavariabilidad (171).

Estos datos contrastan con estudios que reportan una baja diversidad genética por MLST en
paises como Tailandia, Canadd, EE.UU. y Australia oriental, donde pocos genotipos se han
identificado entre un nimero mucho mayor de los aislamientos estudiados (172-174). Por
giemplo, e estudio realizado por Simwami et al. en & 2011 mostrd una baja variaciéon genética
entre 183 aislamientos evaluados, de los cuaes &l 47% de los aislamientos se agruparon en tres
secuencias tipo diferentes (ST4, 5y 6) (designado como ST44, 45y 46, respectivamente) (32).

En e presente estudio se identificaron cuatro secuencias tipo (ST93, 25, 77 y 79), que se
encuentran en aislamientos clinicos y ambientales para C. neoformans y C. gattii; sugiere que
los ST que circulan en el ambiente son los mismos que estan infectando a la poblacion. Por
gemplo, € ST93 encontrado en los 6 departamentos fue la secuencia tipo mas frecuentemente

encontrada, en un 33.9% del total de los aislamientos estudiados, y es una de las secuencias
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ampliamente reportados en diferentes paises como China, India, Indonesia, Sudéfrica, Uganda,
Tailandia entre otros (32, 175-176). Desnos et a., en € 2015 reporta la presencia del ST77 en
casos clinicos en una cohorte francesa del 1997-2001 (177), en € estudio de Khayhan K, et d.,
se reportd en casos clinicos en India (178), Kaocharoen Sy et a., reporto esta secuencia tipo
en muestras ambientales en Tailandia, estos estudios se relaciona en e presente estudio al aislar
esta secuencia de un caso clinicosy muestras ambientales (174).

Se identificaron secuencias tipo que contenian solo aislamientos clinicos 0 solo aislamientos
ambientales, lo cual puede sugerir la presencia de nichos adicionales de estas especies que
pueden estar causando infecciones en humanos. Por ggemplo €l ST5 e cual solo se encontrd en
casos clinicos, fue encontrado previamentey es el principal ST en China, Japon y Coreadel Sur,
Asia oriental, Tailandia en casos clinicos y muestras ambientales, aunque se ha reportado en
casos veterinarios en gatos por Danesi et al., en e 2014 (179). Khayhan K y et d., en & 2013
tipificaron por MLST 476 aislamientos clinicos y ambientales de diferente paises de Asiay €
Medio Oriente y encontraron 28 secuencias tipo; las secuencias predominantes fueron los ST4-6
y ST93, en casos clinicos y muestras ambientales (178).

El ST 63 se ha reportado en casos clinicos y veterinarios, con mayor frecuencia en el continente
Africano (178), y se ha reportado en casos veterinarios en ltalia (179);en el presente estudio se
aisl6 de un caso clinico. EI ST23 se ha reportado con mayor frecuencia en casos clinicos en
Kuwait y se ha reportado en e ambiente en Japon, Estados Unidos, Asia, Africay Europa en €l
ambiente y muestras clinicas; en € presente estudio se a6 del ambiente y fue una de las
secuencia tipo mas frecuentes del estudio (180-182). ST51 fue encontrado en Australia, China,
India, México, Papua Nueva Guineay EE.UU., en muestras clinicas, veterinarias y ambientales,

en e presente estudio solo fue posible aislarla de casos cinicos. El ST75 se ha reportado en
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muestras ambientales y veterinarias en California. ST58 ha sido descrito en los Paises Bgjos,
Alemaniay EE.UU y e ST25 fue reportado en una cepa de Aruba (175, 178, 183-185).

A nivel mundia, y de acuerdo con los resultados de diversas investigaciones, las estructuras
genéticas varian dependiendo de la ubicacion geogréfica. Las genéticas de la criptococosis
poblaciones de Asia Oriental contiene estructuras menos diversas con respecto a las poblaciones
Europeas de Africay Américadel Nortey Sur (32, 175-176, 178, 184 - 188).

Una posible explicacion de la diversidad y distribucion de las secuencias tipo observada en la
poblacion y en el ambiente, puede deberse a la asociacion de C. neoformans con el excremento
de aves. Ladispersion se puede producir atraves de laruta migratoria que realizan las aves desde
América del Norte, central y Sur América hacia Colombia, fendmeno que puede contribuir a la
distribucion de estos genotipos. La dispersion de C. gattii puede deberse a la introduccién de
arboles como € Eucalipto sp y la Acacia Amarilla provenientes de Australia, pais con una amplia
distribucion de esta especie en € ambiente (189).

En e presente estudio, no fue posible relacionar variables clinicas y demogréficas de C.
neoformans y C. gattii con secuencias tipos ya que es necesario un mayor nimero de muestras de
aislamientos clinicos y ambientales. Aunque diferentes estudios detectaron asociaciones entre las
variables clinicas y la evolucion de la enfermedad, como se ha descrito previamente por
Simwami S, et al, quienes encontraron asociacion entre secuencias tipo y la progresion de la
enfermedad. Esto es probablemente debido al hecho de que 95% de |os aislamientos fueron ST44
0 ST45, que difieren en un solo locus paratoda la cohorte estudiada (32).

El esfuerzo para aumentar el conocimiento sobre la genética de las poblaciones de C. neoformans
y C. gattii recae en la aparicion de genotipos especificos asociados a la enfermedad y dispersion

de poblaciones genéticas. MLST mostré variacion genotipica significativa entre C. neoformans 'y
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C. gattii en seis departamentos de Colombia, sin embargo las secuencias tipo frecuentemente
reportadas indican que en € pais existe una diversidad de cepas circulantes en el ambiente que
pueden causar enfermedad. Sin embargo, se sugiere ampliar la cohorte en los demas

departamentos para continuar detectando cepas circulantes y su distribucion.
7.3 Objetivo especifico N° 3

Estudiar los principales factores de virulencia por cada secuencia tipo identificada de C.
neoformansy C. gattii.

De las 20 secuencias tipo obtenidas, se selecciond un representante de cada ST, para las
secuencias tipo gque presentaban los dos tipos de origen estudiados (clinico y ambiental) se
seleccionaron dos aislamientos uno para cada origen (ST25, ST77, ST79y ST93) (Tabla10), esto
con €l fin de evaluar los factores de virulencia de cada secuenciatipo.

Entre los factores de virulencia de C. neoformans y C. gattii evaluados se observo la capacidad
que presentan las cepas para crecer a temperatura fisiologica, las diferencias en e tamafo
capsular y celular (pre-inoculacién y pos-inoculacion), € fenotipo de colonias, switching
fenotipico, la determinacion de la pargja sexual por PCR vy la actividad enzimatica, evaluando la
sintesis de algunas enzimas (actividad proteolitica, fosfolipasa y fenoloxidasa) que confieren
ciertas ventgas adaptativas de lalevadura en el ambientey en € hospedero.

Crecimientoa 37 °C

Al evaluar € crecimiento a37 °C delos 13 STs para C. neoformans y siete STs para C. gattii, se
determind que los 24 aisamientos evaluados poseen la capacidad de crecer a temperatura
fisiologica, factor de virulencia muy importante para e desarrollo de la infeccion en mamiferos

(97).
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Tamario capsular y celular

El promedio del tamario total de la célula para C. neoformans fue de 6. 10um y para C. gattii
4.9um, con respecto a tamafio capsular se observo que C. gattii presenta un mayor didmetro de
cpsula, con un promedio de 0.6um respecto a 0.46um para células de C. neoformans. El 62,5%
de los aislamientos evaluados presentaron cdpsulas pequefias para las dos especies y se observo
que las capsulas mas grandes se presentaron en ST’s provenientes de origen clinico con respecto
a cdulas ambientales. La secuencia tipo que presentd un diametro capsular mayor fue €
ST324; para el didmetro celular se observaron los valores mas atos en los ST2, ST93 (Figurab,

Anexo 7).

Figura 5. Coloracién con tinta china de ST93 clinico (A) y ST93 ambiental (B) de C. neoformans (40X).

Fenotipo de las colonias

Los 20 STs evaluados mostraron bordes lisos y colonias mucoides. El promedio del diametro de
la colonia para las secuencias tipo en C. neoformans fue de 3.7 mm con valores maximos de 5.6
mm y valores minimos de 3 mm; para C. gattii fue de 3.8 mm con valores maximos de 4.8 mmy
valores minimos de 2.3 mm. Para las dos especies se observo que las colonias méas grandes se
presentaron en STs provenientes de origen clinico con respecto a STs de origen ambiental

(Figura6, Anexo7).
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Figura 6. Fenotipo de colonias presente en aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformansy C.

gattii

v

*En lafigura se observa coloniaslisas.

Determinacion de la frecuencia del switching

En general e 66.6% de los aislamientos mostré capacidad de cambio, lo cua se presentd con
mayor frecuencia en secuencias tipo de origen clinico (n=7). De los 13 ST’s evaluados para C.
neoformans se observo que & 73,3% de los aislamientos presentaron esta capacidad de cambio y
de los siete STs para C. gattii € 55.5%; tan solo un 33.3% de los aislamientos evaluados no
presento esta capacidad de cambio (Anexo?).

Determinacion de la pargja sexual a6 a

El 100% de las secuencias tipo analizados para C. neoformans fueron tipo afa, para C. gattii €l
55,5% de los STs fueron parga sexua afay e 44,4% restante fue parga sexua a Las
secuencias tipo que agrupaban aislamientos clinicos y ambientales presentaron consistencia entre
la parga sexual: € ST93, 77 y 79 fueron parga sexua afa para los aislamientos de origen

clinico-ambiental y el ST25 fue pargja sexual a (Figura7, Anexo 7).
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Figura 7. Pareja sexual a 6 a presente en algunos de los aislamientos clinicos y ambientales de C.
neoformansy C. gattii.

Muestras clinicas y
ambientales de C.
neoformansy C.

gattii pareja sexual a

Muestras clinicas y ambientales de C.
neoformans y C. gattii pareja sexual a

100 Pb
JEC 20
JEC21
Contro(-)
100 Pb
JEC 20
JEC21
Control (-)

A B

*EnlafiguraA, se observalapargjasexual o de aislamientos clinicos y ambientales; en lafiguraB, se observala
pareja secua ade aislamientos clinicosy ambientales.

Determinacion de actividad enzimatica

Delos 13 STs evaluados para | as actividades enzimaticas. proteasa, fosfolipasay fenoloxidasa se
observaron diferencias en cuanto a la actividad. En general para las secuencias tipo de C.
neoformans el 46.6% de los STs presentaron actividad de proteasa alta, €l 66.6% presentaron
actividad de fenoloxidasa bga y € 40% presentaron actividad de fosfolipasa alta, este
comportamiento enzimético fue similar para C. gattii donde se observé actividad alta, baja y
media para la actividad de proteasa, fosfolipasa y fenoloxidasa en un 66.6%, 44,4% y 55,5%

respectivamente (Figura 8, Anexo 7).
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Figura 8. Actividad enziimatica de: A: Fosfolipasa, B: proteasas y C: Fenoloxidasa de aidamientos

clinicos y ambientales de C. neoformansy C. gattii

*en lafigura se observalos resultados de | as diferentes actividades enzimaticas eval uadas

Modelo Invertebrado “Galleria mellonella™

Se inocularon larvas de G. mellonella con aislamientos clinicos y ambiental es representativos de
las 20 secuencias tipo de C. gattii y C. neoformans para redizar un andisis de supervivencia, en
el cua se que la muerte promedio ocurrio en ocho dias con las dos especies (Figura 9). Mediante
la comparacion de las curvas de supervivencia y tiempos medios de supervivencia de las larvas
inoculadas con cepas diferentes, se determind que para C. neoformanslos STs 5, 71y 93 eran los
maéas virulentos, con media de supervivencia de 3, 4 y 5 dias respectivamente después de la
infeccion; para C. gattii se determind que los STs 25, 58 y 75 eran los mas virulentos, con
medias de supervivenciade 5y 6 dias después de lainfeccion.
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En general, cuatro de las 20 secuencias tipo identificadas para C. neoformans y C. gattii (ST5,
ST58, ST71 y ST93C) eran comparables con e control de ata virulencia H99 (supervivencia
media de 3 dias (p <0,05)), en contraste con las secuencias tipo ST32, ST40, ST56 y ST79C, con
virulencia comparable ala cepa JEC 20, control de baja virulencia

Las secuencias tipo ST5 y ST93C para C. neoformans y € ST58 para C. gattii fueron
responsables de la mayor mortalidad de larvas en menor tiempo. Con respecto a las secuencias
tipo que compartian aislamientos clinicos y ambientales se observé una relacion en e tiempo de
supervivencia parael ST77 con unamedia de 10 dias; en contraste con los STs 25y 93 donde no
se observé unarelacion en e tiempo de supervivencia, con una diferencia de media de 6-8 y 2-5
dias respectivamente para cada ST, siendo el aislamiento clinico € primero en morir. Por otra
parte, e ST79 no compartio e mismo tiempo de supervivencia y se observo que e aislamiento
ambiental fue el primero en morir, con una media de 9 dias con respecto al clinico con unade 11
dias.

Tamario celular y capsular

El tamafio de la capsula de los 20 STs evaluados en el model o invertebrado aumento para las dos
especies con una mediana de 1.62 pum pos-inoculacién con respecto a un 0,47 pre-inoculacion
con un cambio < al 1.15 um en promedio. Esto contrasta con el tamafio de las células donde vari6
desde 1,70- 7,53um pre-inoculacion y 4.05- 6.8um, pos-inoculacién observandose células méas
pequefias a pasar por € modelo. Al observar individualmente cada ST se observo que los STs 2,
63y 93, este Ultimo de origen ambiental, no presentaron un cambio evidente en el tamafio celular
y capsular, € cual? oscil6 = 40 um. Este efecto del cambio del tamafio celular y capsular se

comprobd utilizando la prueba McNema, generado con un 95% de confianza para cada medicion,
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donde se encontré que hay diferencias estadisticamente significativas en el aumento del tamafio
capsular y celular (p<0.005) (Anexo 8).

Adicionalmente se evalué nuevamente el fenotipo de colonias antes y posterior alainoculacion,
y no se observaron cambios en cuanto a la textura y morfologia de la colonia. Sin embargo, €l
tamano vario, aumentando significativamente su diametro con una media de 3.7 mm a 4.6 mm
(Anexo 8).

La mayoria de los resultados obtenidos en e presente estudio concuerdan con lo tipicamente
reportado a nivel mundial en cuanto atipo de pareja sexual, fenotipo de colonias y capacidad de
switching fenotipico. Diversos estudios coinciden que € tipo de parga sexua o es considerado
como un factor asociado a una ata virulencia (190-191) y a su vez es dominante para? la especie
C. neoformans, tanto entre aislamientos clinicos y ambientales, a nivel mundial (192). La
morfologia mucoide ha sido asociada con una ata virulencia (39, 95, 160, 192-193), aungue este
factor de virulencia puede estar condicionado a cambios fenotipicos de las morfologia inicial
dado a su capacidad para hacer switching fenotipico en respuesta a las condiciones del ambiente.
Esto 1o reporta Fraser et a., en e 2005, a describir aislamientos procedentes del brote de
Vancouver, en los cuales las morfologias de las colonias en un 95% fueron no mucoides de
aspecto liso, caracterizadas por su ata virulencia (194), lo cua se relaciona en la presente
investigacion con el tipo de aspecto de las coloniasy difiere con la textura

Se observo que la actividad enzimética para | as tres enzimas varia dependiendo de cada cepa, 10s
resultados obtenidos de las diferentes actividades enziméticas se relacionan con estudios previos
realizados en Colombia, donde se ha observado actividad proteolitica, fosfolipidica y de

fenoloxidasa en aislamientos clinicos y ambientales. El trabajo de Sanchez et al. describe un
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27%, 47% y 32% correspondiente a una actividad alta, media 'y baja en las enzimas proteolitica,
fosfolipidicay de fenol oxidasa respectivamente en aislamientos de C. gattii (95).

Los estudios de patogénesis de microorganismos en huéspedes invertebrados durante la dltima
década han contribuido al conocimiento sobre |os mecanismos moleculares de la patogénesis y la
defensa del huésped. Las larvas de G. mellonella, se han utilizado para estudiar la infeccion por
diversos patégenos, incluyendo P. aeruginosa, P. mirabilis, E. coli, Bacillus cereus y Candida
spp., entre otros (110,113, 195). En € presente trabajo se evalud e tamafio capsular y celular, se
determino pre-inoculacion y pos-inoculaciéon en el modelo invertebrado, se observaron capsulas
significativamente mayores después de que € hongo paso por la larva para las dos especies, |10
cual se relaciona con varios estudios de patogenicidad como € realizado por Firacative et a., en
el 2014, a encontrar tamario celular y capsular incrementados después de la inoculacion donde
el tamafo total de células de C. gattii antes de la infeccion vario entre 5 al2 micras, € tamafio
total delas células después de lainfeccion vario de 15 a 75 micras (118).

Sin embargo se observé que tres aislamientos clinicos no presentaron un cambio significativo en
el tamafio capsular, |0 que coincide con varias investigaciones al encontrar capsulas pequefias o
células sin cipsulas recuperadas de casos clinicos. Kimura et al., reportd un caso de criptococosis
pulmonar debido a una cepa sin capsula en un paciente con hepatocarcinoma (196). Laurenson et
a., informé de un caso de meningitis sin capsula en un paciente infectado por el VIH (197).
Moser et a., reporté este mismo fendmeno en un paciente con blastomicosis pulmonar (198),
entre otros (199-200). Estudios realizados por Salkowski y Balish de modelos en animales,
mostraron que una capsula no siempre es necesaria para que C. neoformans y C. gattii pueda

causar enfermedad en ratones (201).
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En conclusion, e presente estudio demostro que la virulencia no esta asociada especificamente a
un determinado factor de virulencia. Diversos estudios han determinado que la virulencia de una
cepa es muy variable no solo entre diferentes aislamientos sino entre células de una misma cepa,
demostrando que diferentes factores pueden intervenir en la virulencia. Se relacionaron
secuencias tipo con factores de virulencia y se evidencio que las secuencias con mayor
mortalidad se asociaron a tamarios capsular y morfol0gicos més grandes recuperadas en la pos-
inoculaciéon, mientras que la actividad enzimética vario entre las diferentes secuencias tipo
evaluadas.

Entre las secuencias tipo evaluadas de aislamientos de casos clinicos y muestras ambiental es se
puede decir que tan solo en una secuenciatipo (ST77)se observo unarelacion de lamortalidad y
los factores de virulencia presentando valores similares entre las pruebas, sin embargo con esta
evidencia no se puede decidir que los ST se encuentran relacionados con los factores de
virulencia; se sugiere en futuras investigaciones ampliar la cohorte de los aidlamientos
relacionados con cada secuencias tipo para ser evaluados por |os diferentes factores de virulencia,
como lo propone Beale M, €t a., en e 2015, quien genotipificd por MLST una cohorte de 230
casos clinicos en Sudéfrica para realizar un estudio de diversidad genética de C. neoformans, y
buscd relaciones entre e genotipo, fenotipo y presentacion clinica de la enfermedad. Los autores
concluyen que las diferencias clinicas y fenotipicas fueron detectables entre los linajes genéticos,
sin embargo explicar las complegjas relaciones entre la diversidad genética, la presentacion de la

enfermedad y €l resultado en un huésped es dificil (171).
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Figura9. Curvade supervivencia de (A) C. neoformansy (B) C. gattii, de secuenciastipo de origen clinicosy ambientales
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7.4 Objetivo especifico N°4

Determinar si existe una diferencia en la distribucion geogréafica entre las especies de C.
neoformans y C. gattii, delimitando areas donde € hongo se puede dispersar en € futuro,

empleando el modelo de nicho ecol dgico.

Casos clinicosy ambientales

Entre el periodo 1987-2014 através de la encuesta nacional para la criptococosis en Colombia se
notificaron 1112 casos clinicos provenientes de 24 departamentos de los cuales 1074 son C.
neoformans var. grubbii, tres casos C. neoformans var. neoformans y 33 C. gattii. Un total de
17.483 muestras ambientales provenientes de 11/311 especies de &boles y 1.074 muestras de
material bioldgico (excremento de aves) provenientes de 2/11 especies de aves. Estas muestras se
recuperaron de 11 departamentos en el periodo del 1987 a 2014, de las cuaes 451 son C.

neoformansy 75 C. gattii.

Capajackknifing de datos Ambientales

Se construyeron tres modelos de nicho ecolgico, dos para C. neoformans clinico y ambiental,
respectivamente y uno para C. gattii casos clinicos y ambientales en un mismo conjunto. Los
datos de entrada para cada modelo se dividieron en dos: un 50% para la determinacion de las
capas influyentes y un 50% se utilizo para la creacion del modelo de nicho ecoldgico teniendo
como base las capas influyentes previamente obtenidas. Cada modelo se enfrenta inicialmente
contra 38 capas ambientales, 19 de temperatura, 12 precipitacion, tres topograficas y cobertura
del suelo, respectivamente, y una de suelo. Los modelos fueron creados con un >80% de
precision, cada modelo iniciamente se corrid con 1000 repeticiones para identificar las capas
influyentes, al finalizar se obtuvo un consolidado de capas y se identificaron aquellas que son
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influyentes para cada modelo donde los errores de omision y comision (error tipo | 'y [1) son mas
bajos y la precision mas dta (Tabla 11). Los aislamientos ambientales en e modelo de C.
neoformans clinico se superponen con e propdésito de la validacion del modelo y viceversa. Para
la creacion del modelo de C. gattii se validaron con los casos clinicos y ambientales, para

verificar la exactitud de prediccion del modelo.

Modelo de nicho ecol 6gico

Se realizaron tres mapas de prediccion de nicho ecologico: dos de C. neoformans (basados en
datos clinicos y en datos ambientales) y uno de C. gattii (reline datos clinicos y ambientales).
Para la creacion del modelo se emplearon casos humanos confirmados por € Grupo de
Microbiologia del Instituto nacional de Salud y lugares positivos de muestreo ambientales,
usando solo las capas de datos ambientales significativas (Tabla 11).

El modelo de prediccion de C. neoformans basado en datos clinicos revela la presencia de nichos
ecologicos éptimos alo largo de la cordillera oriental (se extiende en direccion suroeste-nordeste
desde e Macizo Colombiano en e departamento del Caucahasta laserrania de Perijé, enLa
Guajira) comprometiendo parcialmente la cordilleras occidental, central y pico Cristéba Colon.
La region caribe, pacifica y parcialmente la region andina son areas potenciales donde el hongo
se puede presentar en un futuro (Figura 10).

El modelo de prediccion de C. neoformans basado en datos ambientales revela la presencia de
nichos ecoldgicos optimos a lo largo de la cordillera oriental, occidental, central y la region
caribe. Las éreas potenciales se presentan en las cercanias de | as éreas Optimas en |as ciudades de
Ocafna, Monteria, Caucasia, Buenaventura, Quibdd y los parques nacionales de Paramillo y

Serrania de la Macarena. Adicionalmente sobre el mapa creado para e modelo de C. neoformans
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ambiental se puede observar la distribucion de las secuencias tipo en seis departamentos.
(Figurall, Anexo 9).

El modelo de prediccidon de C. gattii basado en casos clinicos y datos ambientales revela la
presencia de nichos ecologicos éptimos a lo largo de la cordillera oriental y la region caribe,
parcialmente en las zonas sur de las cordillera occidental y central. Las areas potenciales se
presentan en las cercanias de las areas Optimas. Adicionalmente sobre el mapa creado para €l
modelo de C. gattii se puede observar la distribucion de las secuencias tipo en seis
departamentos (Figura 12, Anexo 9).

En general, la distribucion ambiental de C. neoformans y C. gattii presente en los modelos de
prediccion reflgjan lainteraccion que presenta el hongo con ciertas variables macro-ecol 6gicas; la
precipitacion (abril, julio, anual, mes mas lluvioso, trimestre mas himedo, € invierno mas frio)
parece tener un papel importante en determinar el nicho ecologico de C. gattii.

Una limitacion del modelo de C. gattii fue e uso de datos clinicos y ambientales en un mismo
conjunto con €l fin de obtener e modelo predictivo, debido a registro de datos. Esto introduce
incertidumbre en la ubicacion del caso clinico o ambiental y tiene € potencial para dar lugar a
error de modelado. Sin embargo, Mak et a. (18) han demostrado € uso exitoso de modelos de
nicho ecoldgico de C. gattii, basado en casos humanos y animales.

Lavalidacion del modelo de C. neoformans ambiental se realiz6 mediante |a superposicion de los
casos clinicos. Se observo que de las 51 historias clinicas, 50 se localizaron en el nicho ecoldgico
previsto de C. neoformans, con lo que se valida alin més la precision de la prediccién del modelo.
Se identificaron nichos no aptos para las dos especies; éstos incluyen las regiones tropicales
(clima caliente y humedad elevada con fuertes lluvias) a lo largo de la costa del Pacifico y la

cuencadel rio Amazonasy laregion Orinoguia en € oeste de Colombia.
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Las capas de datos ambientales utilizados para la creacion de los modelos muestran que
Colombia cuenta con un grupo de variables macro-ecoldgicas donde la presencia del hongo es
adecuada, debido ala ubicacion estratégica de Colombia en e continente Sur Americano, donde
es atravesada por la zona Ecuatorial. Esta ubicacion determina la existencia de una gran variedad
de climas y ecosistemas; por |o tanto, el pais no tiene temporadas y solo un invierno [luvioso y un
Verano Seco.

La modelacion de casos clinicos y ambientales para C. neoformans y C. gattii y las interacciones
macro-ecol 6gicas gque presentaron en € modelo de prediccion reflgjan la capacidad que tiene
GARRP para estructurar y controlar €l proceso del desarrollo del modelo, basado en reglas de
decision. En los Ultimos afios se ha empleado este programa para la prediccion de algunas
especies de hongos en diferentes partes del mundo. En e 2005 Fisher M y colaboradores,
describieron la baja dispersion eficaz de genotipos asexuales en Penicillium marneffel,
identificaron la presencia del hongo en € sureste de Asia, aplicando GARP a esta investigacion
demostré que e hongo puede dispersarse en diferentes ambientes pero no puede mantenerse en
éstos debido a que e hongo ha prescindido en gran medida de la reproduccién sexual, 1o que
significa que su capacidad para adaptarse es limitada (147). Baptistar R, et a., en € 2007,
realizaron un modelo de nicho ecoldgico fundamental en coccidioidomicosis en e sur de
Cdliforniay Arizona (EE.UU.) y Sonora (México) utilizando variables ambientales y los puntos
de referencia geoespacial, modeladas en GARP, y en € sistemas de Informacion Geogréfica
(SIG). Ellos identificaron la presencia del hongo en las zonas del sur de California, Arizona,
Texas, Bgja Californiay € norte de M§jico y sugieren que € nicho ecoldgico fundamental mas
probable de Coccidioides spp. se encuentra en las tierras aridas de los desiertos de América del

Norte (148).
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En este estudio se describe la utilidad de modelado de nicho ecolégico para producir mapas de
riesgo para C. neoformans y C. gattii en Colombia. Se encontré que €l nicho ecolégico de C.
gattii en Colombia es muy diverso, estableciéndose en las ecorregiones subtropicales y templadas
en el pais. Esto sugiere que C. gattii es altamente adaptable a diferentes condiciones ecol 6gicas
en Colombia, asi como a diferentes regiones del mundo.

Por ultimo, es importante tener en cuenta que los model os de prediccién para C. neoformansy C.
gattii describen las areas de nicho ecol0gico para estas especies de hongos a escala regional, 10s
mapas pueden ser utilizados por los médicos al considerar el diagndstico de la criptococosis en
pacientes gque residen en dicha region o personas que tengan un vigje reciente a estas areas

geogréficas.

Tabla 11. Caracteristicas de la creacion de |l os tres model os de nicho ecol 6gico para C.

neoformansy C. gattii en Colombia

Puntosde Modelo Capasde prediccion Capassignificativas de Prediccién y Exactitud
entrada ambiental prediccién

Abril, julio y e mes més
lluvioso de la precipitacion

51 C. neqfqrmns 7 as,i como Ios, trimestres m@s 92,4 %y 90 % (p <0,001)
clinico himedos, més secos y mas
frios y € indice de
vegetacion
Altitud, las precipitaciones
C. neoformans 5 de abril, junio julio

60 ambiental temperaturejl ml'r):in{a d>(/a 91,6%y 86,4% (p <0,001),

octubre

Precipitacion de abril, julio y
. C. gatti 8 anual, precipitacion del mes
himedo y més frio, sueloy €

indice de vegetacion
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Figura 10. Prediccién de nicho ecol dgico para C. neoformans, mapa basado en la distribucion

de los puntos de casos clinicos en Colombia (aislamientos ambiental es super puestos).
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Figura 11. Prediccién de nicho ecoldgico para C. neoformans, mapa basado en la distribucién
de los puntos de muestreos ambientales en Colombia (casos clinicos super puestos) y secuencias

tipo en seis departamentos.
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Figura 12. Prediccion de nicho ecol 6gico para C. gattii, mapa basado en la distribucion
de los puntos de casos clinicos y ambientales en Colombia (casos clinicosy ambientales

superpuestos) y secuencias tipo en seis departamentos.
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8. Conclusiones

1. En esta investigacion se describe €l uso de la técnica de MLST para la tipificacion
molecular de aislamientos de C. neoformans/C. gattii en Colombia, 1o cua permitio
determinar la secuencia tipo de aislamientos de origen clinico y ambiental de C.
neoformansy C. gattii.

2. Los aislamientos Colombianos de C. neoformans y C. gattii evaluados poseen un alta
diversidad genética encontrada en |os diferentes departamentos estudiados.

3. Lavirulencia no esta asociada con una secuencia tipo especifica de C. neoformans y C.
gattii, sino que se observd la combinacion de caracteres individuales que reflgjan
diferentes factores de virulencia para cada ai slamiento.

4. Mediante la prueba de supervivencia en € modelo invertebrado (G. mellonella), se
observaron cambios en el tamafno de la capsula, o que concuerda con reportes durante la
infeccion en mamiferos.

5. No se observaron diferencias entre las secuencias tipo y los factores de virulencia en €
modelo invertebrado de G. mellonella, esto puede ser debido a bao nimero de
alslamientos analizados de cada secuencia

6. Se observo en cepas ambientales a pasarlas por el modelo invertebrado un cambio en su
expresion fenotipica en la pre y pos-inoculacion. Adicionalmente permitié identificar
cepas de interés, que pueden generar posteriores estudios en modelos mamiferos para
determinar otro nivel la patogenicidad de estalevadura.

7. En este estudio se describe la utilidad de modelado de nicho ecoldgico para producir

mapas de riesgo para C. neoformans y C. gattii en Colombia, adicionamente éstos
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pueden ser considerados por €l personal de salud para un diagnostico por criptococosis a
observar signos y sintomas mas la ubicacion de personas que residen en dicha region o
personas que tengan un viaje reciente a estas zonas geogréficas.

8. Se encontr6 que € nicho ecoldgico de C. gattii en Colombia es muy variable,
estableciéndose en zonas subtropicales y templadas en el pais, |0 que sugiere que esta
especi e es altamente adaptabl e a diferentes condi ciones ecol 6gicas.

9. Se amplio € conocimiento acerca de la epidemiologia y ecologia de este patdgeno en
Colombia.

10. Se demostro la importancia de combinar datos de casos clinicos, ambientales y datos
moleculares para el estudio de la criptococosis, este enfoque fue esencial para identificar

las asociaciones entre tipos de cepas.
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