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RESUMEN

Cryptococcus gattii serotipo B — patron molecular VGlla emergio como un patégeno
primario en Vancouver, Canada causando una epidemia en el afio 2000 afectando a
humanos y animales. En el 2003 se reportd que este patégeno alcanzo una incidencia
de 37 casos / millébn de habitantes en la region de Vancouver. En Colombia, se ha
reportado que de un total de 788 aislamientos recuperados a partir de casos de
criptococosis reportados en un periodo de 9 afios (1997-2005), el 3,3% de los casos de
criptococosis son causados por cepas de C. gattii serotipo B, siendo Cucuta la ciudad
que reporta una mayor frecuencia de criptococosis en pacientes inmunocompetentes
causada por este serotipo (77% de los casos reportados).

Un estudio preliminar con aislamientos colombianos de C. gattii serotipo B, mostré
mediante huella digital que algunos de éstos pertenecen al subtipo VGlla, el mismo
subtipo causante de la epidemia en Vancouver, razén por la cual, era de gran
importancia determinar si aquellos aislamientos de C. gattii patron molecular VGII
identificados en Colombia presentaban alguna similitud con aislamientos procedentes
del brote de Vancouver, tanto a nivel fenotipico, haciendo referencia a la expresion de
los principales factores de virulencia reportados en bibliografia, como a nivel genotipico.

Dado lo anterior, este estudio se enfocé en recolectar el mayor nimero de aislamientos
colombianos de C. gattii serotipo B, patron molecular VGII procedentes de la ciudad de
Cucuta, con el objetivo de evaluar algunas caracteristicas genotipicas y fenotipicas para
poder determinar diferencias y similitudes existentes con cepas provenientes de la
epidemia en Vancouver. Para tal fin, se evaluaron 18 aislamientos clinicos de este
mismo serotipo provenientes de Cucuta, pertenecientes a la coleccion del Grupo de
Microbiologia del Instituto Nacional de Salud, logrando determinar mediante la técnica
de Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) del URA5, que
13 de los 18 aislamientos clinicos presentaban patron molecular VGII. Por otro lado,
también se realiz6 una recoleccion de muestras a partir del ambiente en la ciudad de
Cacuta, donde se obtuvo material vegetal y detritos de diferentes arboles (eucaliptos,
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urapanes, guaduales, oities etc.); ademas se tomaron muestras veterinarias
provenientes de esta misma ciudad. El muestreo ambiental y la obtencion de
aislamientos veterinarios se llevaron a cabo durante un periodo de 18 meses, logrando
como resultado la recuperacion de tres aislamientos ambientales de C. neoformans var.
grubii serotipo A, patron molecular VNI; dos aislamientos ambientales de C. gattii
serotipo C, patron molecular VGIIl y un aislamiento de C. gattii serotipo B patron
molecular VGI, siendo éste el primer aislamiento ambiental serotipo B reportado en esta
ciudad. En cuanto a las muestras veterinarias, no se logré aislar ningan aislamiento de
C. gatti. Los aislamientos colombianos que presentaron el patron VGIlI fueron
comparados con un grupo de 20 aislamientos provenientes de la epidemia de
Vancouver, en un inicio mediante la técnica PCR huella digital empleando el iniciador
M13, estableciendo que todos los aislamientos colombianos evaluados pertenecian al
subtipo molecular VGlla. Adicionalmente, mediante una modificacion a la técnica RFLP
URA5, empleando las enzimas Hha |, Dde |, y BsrG |, se observé que solo un
aislamiento colombiano (I-255) presentaba el subtipo molecular VGlla. Finalmente
mediante MLST, se logré concluir que 11 de 13 aislamientos colombianos de C. gattii
que pudieron ser secuenciados, presentan un subtipo molecular propio, distinto a los
subtipos VGllay VGIIb.

A los aislamientos de C.gattii colombianos cuyo patron molecular fue VGIlI y a los
aislamientos procedentes de Vancouver, se les determind in vitro la capacidad de
crecimiento bajo distintas condiciones de temperatura y humedad, y se les evalud
fenotipicamente los principales factores asociados a la virulencia. Dentro de los factores
de virulencia evaluados se encontraban capacidad de crecimiento a 37 °C, diametro
celular y capsula r, caracteristicas de las colonias, capacidad de switching fenotipico,
tipo de pareja sexual, y actividad enzimatica. Como resultados se determinaron
diferencias de crecimiento entre las diferentes condiciones de temperatura y humedad
evaluadas; sin embargo, no se observaron diferencias en la tasa de crecimiento entre
los dos grupos de aislamientos. Se comprobd que todos los aislamientos evaluados
poseen la capacidad de crecer a temperatura fisioldgica. También se determiné que los
aislamientos colombianos poseen un mayor diametro tanto celular como capsula r; en
cuanto a las caracteristicas de las colonias, el 53,8% de los aislamientos colombianos
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mostraron morfologia mucoide, mientras que tan solo el 0,05% de los aislamientos de
Vancouver presenta dicha morfologia. La capacidad de switching fenotipico fue
evidenciada en el 84,6% de los aislamientos colombianos y en el 95% de los
aislamientos canadienses. El tipo de pareja sexual de todos los aislamientos de
Vancouver fue a, lo cual confirma lo reportado en otros estudios, mientras que
solamente uno de los aislamientos colombianos (I-255) presento pareja sexual o, el
resto de aislamientos fueron pareja sexual a. Con respecto a la actividad enzimatica se
observaron diferencias estadisticamente significativas que muestran que los
aislamientos colombianos poseen una mayor actividad en la enzima fosfolipasa; sin
embargo, en la actividad proteolitica se observo una mayor actividad en los
aislamientos de Vancouver.

Basados en los resultados anteriores, se escogieron los aislamientos de mayor y menor
virulencia, los cuales fueron evaluados en un modelo animal, empleando ratones
hembras BALB/c. La supervivencia en el modelo animal, mostré en general una mayor
virulencia por parte de los aislamientos de Vancouver. Los resultados obtenidos
mediante histopatologia y recuperacion de UFC a partir de cerebro, pulmén y bazo,
mostraron una mayor migracion de blastoconidias a cerebro; no obstante, el mayor
dafio se observo a nivel de pulmén, provocando la muerte en los ratones principalmente
por neumonia y falla multiorganica. En general, los resultados obtenidos mediante esta
prueba confirman lo observado en estudios previos, donde se reporta una mayor
virulencia de los aislamientos pertenecientes al subtipo molecular VGlla, ademas de la

influencia del tipo de pareja sexual o sobre la virulencia.

En este estudio, no se observaron aislamientos colombianos que hayan mostrado una
virulencia mayor o igual a los aislamientos procedentes del brote de Vancouver. Sin
embargo, la presencia de C. gattii patrén VGII en Colombia y la similitud observada en
algunos factores asociados a virulencia entre los dos grupos de aislamientos,
evidencian la necesidad de vigilancia de casos asociados con este patron molecular.
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INTRODUCCION

La criptococosis es una micosis de tipo sistémico que puede afectar tanto al hombre como
a los animales. Esta micosis es ocasionada por una levadura encapsula da clasificada en
dos especies, dos variedades y tres hibridos, clasificada actualmente como el complejo de
especies de Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii: C. neoformans var. grubii,
serotipo A; C. neoformans var. neoformans serotipo D; C. gattii, serotipos By C y los
hibridos serotipos AD, AB y BD, siendo estos dos ultimos poco frecuentes (Kwon-Chung,
Boekhout et al. 2002; Bovers, Hagen et al. 2006).

Dentro del género Cryptococcus se encuentran 19 especies conocidas, de las cuales C.
neoformans y C. gattii se han descrito como agentes etioldgicos de criptococosis
humana y en animales. Una de las mayores diferencias establecidas entre estas dos
especies hasta hace unos afios, era su distribucion geografica, puesto que la primera
tiene una distribucion mundial y la segunda se consideraba restringida a regiones con
clima tropical y subtropical (Sorrell 2001). Sin embargo, a partir del afilo 2000 se ha
seflalado un nuevo rango de distribucion geogréafica para C. gattii, al presentarse un
brote en la isla de Vancouver en Canada, el cual alcanz6 una alta incidencia en
humanos y en animales, reportandose en el afio 2003 una incidencia de criptococosis
de 37 casos/millén de habitantes, siendo ésta la mas alta descrita en el mundo (Kidd,
Hagen et al. 2004). Actualmente, Vancouver es el Unico lugar a nivel mundial, donde la
criptococosis es una enfermedad de notificacion obligatoria (Kidd, Hagen et al. 2004;
Lester, Kowalewich et al. 2004; Kidd, Guo et al. 2005; MacDougall, Kidd et al. 2007,
Bartlett, Kidd et al. 2008).

En Colombia, el Grupo Colombiano para el Estudio de la Criptococosis ha informado
que 95,9% de los aislamientos clinicos corresponden a C. neoformans var. grubii
(serotipo A), 0,3% a C. neoformans var. neoformans (serotipo D), 3,3% de los casos a
C. gatii (serotipo B) y 0,5% de los casos a C. gatii (serotipo C), siendo Norte de
Santander, el departamento con mayor frecuencia de casos reportados de criptococosis
(77%) por causa de C. gattii en pacientes inmunocompetentes (Lizarazo, Linares et al.
2007; Lizarazo, Linares et al. 2005). En los santanderes, la incidencia promedio anual
de criptococosis por C. gattii se encuentra entre los 3,7 casos/millon de habitantes
durante un periodo de 9 afios (1997-2005) (Lizarazo, Linares et al. 2007). Estudios a
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nivel ecolégico en nuestro pais han mostrado una alta semejanza con lo reportado a
nivel mundial, donde se establece que la variedad grubii estd asociada principalmente
con excremento de aves (Emmons 1951; Emmons 1995; Caisedo, Alvarez et al. 1999;
Granados and Castafieda 2005; Abegg, Cella et al. 2006), C. gattii serotipo C, se
encuentra asociado a almendros (Cucuta), y el serotipo B, asociado principalmente a
eucaliptos (Cundinamarca) (Ruiz, Vélez et al. 1989; Callejas, Ordofiez et al. 1998;
Castafieda, Huérfano et al. 2001; Castafieda 2001; Sorrell 2001; Escanddn, Quintero et
al. 2005; Quintero, Castafieda et al. 2005). Pese a que en Cucuta se ha reportado el
mayor namero de casos de criptococosis en pacientes inmunocompetentes a causa de
C. gatii (serotipo B), hasta ahora este serotipo no ha sido recuperado a partir del
ambiente, y por ende no se ha podido establecer cual puede ser la fuente ambiental
potencial a partir de la cual se infectan los pacientes en esta ciudad.

Mediante técnicas moleculares como PCR-Huella digital y RFLP del gen URAS5, se han
podido agrupar los miembros del complejo C. neoformans / C. gattii en 8 patrones
moleculares, donde C. neoformans se divide en cuatro patrones de acuerdo al serotipo
(VNI - VNIV) y C. gattii se divide en otros cuatro (VGI — VGIV), agrupando los serotipos
B y C (Meyer, Mitchell et al. 1993; Meyer, Marszewska et al. 1999; Meyer, Castafieda et
al. 2003; Meyer, Aanensen et al. 2009). En Colombia se ha encontrado que en
aislamientos correspondientes a C. neoformans var. grubii (serotipo A), predomina el
patréon molecular VNI y en los aislamientos de C. gattii (serotipo B) predomina el patron
molecular VGII (Meyer, Castafieda et al. 2003; Escanddn, Sanchez et al. 2006). La
genotipificacion de los aislamientos causantes de la epidemia en Vancouver, mostro
que la mayoria de éstos pertenecian al patron VGII, patron dentro del cual se crearon
los subtipos VGlla y VGIIb, siendo catalogado como mas virulento el VGlla. Dentro de
estos subtipos se agrupan de forma clonal los aislamientos de Vancouver recuperados
a partir de humanos, animales y ambiente (Kidd, Hagen et al. 2004).

Estudios preliminares realizados en el Laboratorio de Micologia Molecular de la
Universidad de Sydney, permitieron establecer una relacién genética entre aislamientos
colombianos tanto clinicos como ambientales de C. gattii, serotipo B, patron VGII y los
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aislamientos de Vancouver, mostrando que algunos aislamientos colombianos mediante
PCR- Huella digital y RFLP, se encuentran agrupados dentro del mismo patron VGlla,
principal patron responsable de dicha epidemia. De forma adicional, se establecié que
en Colombia, principalmente en la ciudad de Cucuta, han circulado aislamientos
pertenecientes al patrén VGlla desde el afio 1990 (Comunicacion personal: Escandon,
P.; Instituto Nacional de Salud, Colombia).

En la actualidad, aun no se ha establecido de forma clara el hecho que dio origen al alto
grado de virulencia alcanzado por los aislamientos de C. gattii causantes de la epidemia
en Vancouver; tampoco se tiene claro cOmo ingresaron y cOmo se establecieron estos
aislamientos en Canad4, teniendo en cuenta que C. gattii estaba clasificado como un
microorganismo propio de regiones tropicales y subtropicales, pero a causa de cambios
climaticos y el calentamiento global es probable que hallan ocurrido adaptaciones a
nuevos habitat, ampliando asi su distribucion a nivel mundial (Datta, Bartlett et al. 2009).
Algunos autores han planteado la posibilidad de un evento de recombinacién genética
entre aislamientos australianos de baja virulencia con un segundo aislamiento
altamente virulento, generando los aislamientos causantes de dicha epidemia, los
cuales muy probablemente pudieron ser introducidos en Canadd a causa de la
importacion de eucaliptos desde Australia (Fraser, Giles et al. 2005). Por otro lado,
estudios previos sugieren gue el patron molecular responsable de la epidemia pudo
tener su origen en Sur América, siendo introducido en Vancouver mediante un evento
gue aun se desconoce (Comunicacion personal: Escandén, P.; Instituto Nacional de
Salud, Colombia). Dado lo anterior, en este estudio se buscé determinar diferencias y
similitudes a nivel genético y fenotipico entre algunos aislamientos colombianos de C.
gattii serotipo B, patrén VGII procedentes de Cucuta, y aislamientos procedentes de la
epidemia en Vancouver, brindando informacién importante con respecto a la
epidemiologia de este patdgeno en Colombia, proporcionando pautas que conlleven a
comprender muchos aspectos aun sin esclarecer en cuanto a la patogenia de la
criptococosis, y evidenciando caracteristicas a nivel genético que permitan establecer si
en Cucuta existen cepas del subtipo VGlla diferentes o similares a las de Vancouver,
altamente virulentas que pueden llegar a representar un riesgo al actuar como
patdgenos primarios emergentes.
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1

OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Identificar similitudes y diferencias entre aislamientos colombianos de

Cryptococcus gattii serotipo B — patrén molecular VGII y aislamientos procedentes

de la epidemia de Vancouver, mediante genotipificacion y el estudio de factores

asociados con la virulencia.

1.2 Objetivos especificos

Realizar muestreos ambientales y veterinarios en la ciudad de Cdcuta,
Colombia, con el fin de recuperar C. gattii, serotipo B.

Establecer los patrones moleculares de los aislamientos de C. gattii serotipo
B recuperados a partir de muestras clinicas, ambientales y de animales,
mediante RFLP del gen URAS.

. Analizar la relacién genética entre los aislamientos de C. gattii serotipo B -

patrén molecular VGII colombianos y aquellos causantes de la epidemia en
Vancouver, Canada mediante la técnica PCR-Huella digital.

Establecer similitudes y diferencias de crecimiento in vitro de los
aislamientos de C. gattii serotipo B — patron molecular VGII colombianos y
los procedentes de Vancouver, bajo diferentes condiciones de temperatura
y humedad.

. Comparar la virulencia y factores asociados con la virulencia, entre

aislamientos de C. gattii serotipo B — patron molecular VGII colombianos y
los aislamientos provenientes de Vancouver, Canada.




2 MARCO TEORICO
2.1 CRIPTOCOCOSIS

2.1.1 Fisiopatologia

La criptococosis es considerada como una micosis sistémica de tipo oportunista,
adquirida por la inhalacion de los propagulos de las levaduras Cryptococcus
neoformans variedad grubii (serotipo A), variedad neoformans (serotipo D),
Cryptococcus gattii (serotipos B y C) y los serotipos AD, AB y BD (kwon-Chung,
Bennet et al. 1979; Kwon-Chung, Boekhout et al. 2002; Bovers, Hagen et al. 2006;
Dromer, Mathoulin-Pelissier et al. 2007). Las micosis sistémicas son causadas por
patdogenos primarios, mientras que C. neoformans es considerado un patdégeno
oportunista. Las micosis de tipo oportunistas son causadas por hongos saprofitos
con potencial patogénico y con capacidad de causar enfermedad en personas
inmunosuprimidas (Lortholary, Poizat et al. 2006; Ma and May 2009).

2.1.2 Presentacion clinica de la enfermedad

La criptococosis es considerada como la micosis mas importante que afecta el
sistema nervioso central (SNC), y la forma clinica mas comudn de esta enfermedad
es la meningoencefalitis. El desarrollo temprano de la criptococosis se caracteriza
por una infeccion respiratoria de tipo primario, usualmente asintomatico, debido a
la inhalacion de propagulos del hongo que una vez llegan al pulmén tienden a
diseminarse por via sanguinea al SNC, sistema 0seo y otros tejidos como piel,
0jos y mucosas (Mitchell and Perfect 1995).

La presentacion clinica puede diferir en pacientes con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y aquellos que no se encuentran infectados con
el virus (Lopez 2002). Los pacientes que son VIH negativos normalmente
manifiestan sintomas por largos periodos de tiempo antes que se diagnostique la
criptococosis. Entre el 70% y 90% de los pacientes inmunocompetentes,
presentan meningitis subaguda o una meningoencefalitis con cefalea, fiebre,
cambios en la presonalidad, pérdida de la memoria y letargia, que inician




tipicamente luego de un periodo de evolucion de 2-4 semanas luego de la
infeccion. Sin embargo, hay una gran variabilidad clinica, pudiendo los pacientes
tener cefalea durante pocos dias, intermitentemente durante meses o simplemente
no presentar cefalea, vomito ni signos de irritacion meningea (Shih, Chen et al.
2000; Lopez 2002). Por el contrario, los pacientes inmunocomprometidos
desarrollan un cuadro clinico a los pocos dias de la inhalacion de propagulos,
caracterizado tipicamente por cefaleas fuertes, fiebre, nduseas, vomito, malestar
general, vision borrosa, pérdida de memoria, letargia, alteraciones en la
conciencia, irritabilidad, cambios en la personalidad, y en algunos casos se
pueden presentar estados de coma. (Mitchell and Perfect 1995; Lopez 2002,
Benjamin, Wannemuehlerb et al. 2009). Existen diferencias entre las formas
clinicas de las infecciones causadas por C. neoformans y C. gattii, las cuales
estan determinadas segun el hospedero, la respuesta inmune, los hallazgos
clinicos y paraclinicos. El cuadro clinico desarrollado por C. gattii se diferencia del
observado en C. neoformans, puesto que presenta una mayor incidencia de
criptococomas en el pulmon y el cerebro, una mayor morbilidad a nivel neurologico
y una menor respuesta al tratamiento antifingico (Mitchell and Perfect 1995;
Sorrell 2001).

En el tratamiento de la criptococosis los antifiungicos mas empleados son la
anfotericina B, 5-fluorocitosina y fluconazol. La meningoencefalitis en muchos
casos pese a una terapia antifungica efectiva, tiene una alta tendencia a reincidir
en los pacientes tratados (Mitchell and Perfect 1995).

2.1.3 Epidemiologia

La criptococosis es una enfermedad con capacidad de afectar a individuos de
cualquier edad, haciendo la salvedad de que es una enfermedad que habia sido
reportada como muy rara en nifios, inclusive aquellos infectados con VIH (Mitchell
and Perfect 1995); sin embargo, existen reportes de criptococosis en niiios con
edad promedio de 7,8 afios de edad, haciéndose evidente zonas de alta
prevalencia en Pard, Brasil (Correa, Oliveira et al. 1999). ElI Grupo Colombiano




para el Estudio de la Criptococosis, en la ultima encuesta nacional, reportd 25
casos en nifios (2,7%) (Lizarazo, Linares et al. 2007).

Se ha observado una marcada tendencia a nivel mundial de mayor infeccion en
individuos de sexo masculino. En Colombia se mantiene esta tendencia, puesto
que un 82,7% de los casos han sido reportados en hombres jovenes (Lizarazo,
Linares et al. 2007).

A nivel epidemiologico existen diferencias entre las dos especies que conforman el
complejo C. neoformans / C. gattii. C. neoformans var. grubii (serotipo A) y C.
neoformans var. neoformans (serotipo D) se comportan como patdgenos
oportunistas, causando enfermedad principalmente en personas
inmunocomprometidas mientras que C. gattii (serotipos B y C) es considerado un
patdgeno primario dada su capacidad de desarrollar enfermedad en personas
inmunocompetentes (Mitchell and Perfect 1995). La incidencia de criptococosis a
causa de C. neoformans var. grubii ha aumentado de forma significativa en los
altimos afios, dado el aumento a nivel mundial de pacientes con sida. Actualmente
se considera que el 95% de los casos de criptococosis a nivel mundial son
causados por C. neoformans var. grubii (serotipo A) (Mitchell and Perfect 1995;
Lopez 2002; Lortholary, Poizat et al. 2006; Lizarazo, Linares et al. 2007). A pesar
de que C. gattii tiende a generar infeccibn en personas inmunocompetentes,
presenta una baja frecuencia de infeccion (Lizarazo, Rodriguez et al. 1995).
Dentro de esta especie, se conoce que el serotipo B es el de mayor prevalencia
(Lizarazo, Rodriguez et al. 1995; Lizarazo, Mendoza et al. 2002; Lizarazo, Linares
et al. 2007). En Colombia en el afio de 1995 se tenia reportada una mortalidad
entre el 66 y 100%, debido a tratamientos antimicéticos inapropiados (Lizarazo,
Rodriguez et al. 1995).

La criptococosis es una enfermedad que también afecta una gran variedad de
especies animales, tales como: perros, gatos, ovejas, caballos, comadrejas,
marsupiales, koalas, cabras, urones entre otros (Krockenberger, Canfield et al.
2003; Malik, Krockenberger et al. 2003; Lester, Kowalewich et al. 2004). Hay
reportes de aislamientos de C. neoformans var. grubii recuperados a partir de
excremento de aves; sin embargo, se considera que la enfermedad es




extremadamente rara en aves, posiblemente a causa de la elevada temperatura
corporal que éstas presentan (Emmons 1951; Emmons 1995; Caisedo, Alvarez et
al. 1999; Malik, Krockenberger et al. 2003; Granados and Castafieda 2005;
Abegg, Cella et al. 2006; Castella, Abarca et al. 2008).

Estudios han revelado factores de riesgo relacionados con exposicion a fuentes
ambientales del hongo y factores aun no identificados propios del hospedero (Hull
and Heitman 2002). También se ha reportado que enfermedades cronicas a nivel
pulmonar, enfermedades como cancer y alteraciones en el sistema inmune, son
factores que facilitan la colonizacion de Cryptococcus, sin embargo no
predisponen un desarrollo de criptococosis pulmonar o diseminada (Hull and
Heitman 2002).

2.2 Criptococosis en Colombia

En Colombia, la criptococosis a nivel del SNC ha venido siendo descrita desde
1956 (Greer and Polania 1977), contandose con reportes en diferentes partes del
pais (Vergara, Saavedra et al. 1993; Lizarazo, Rodriguez et al. 1995; Lizarazo,
Mendoza et al. 2002; Lizarazo, Linares et al. 2005; Lizarazo, Linares et al. 2007).
En los dltimos afos, debido al incremento en el nUmero de casos de pacientes con
sida, se ha observado un aumento significativo en la frecuencia de criptococosis.
En la década comprendida entre 1980 y 1990 se presentd un incremento en la
frecuencia de criptococosis de cuatro veces mas, al pasar de 72 casos en 1980 a
295 casos en 1990 (Lizarazo 2006). Este incremento se debié principalmente a
pacientes con criptococosis que presentaron coinfeccién con VIH. En el periodo
comprendido entre 1990 y 1995, se reportd un aumento en la proporcion de este
tipo de pacientes del 27% a 80,4%. En el afio 2001 se reportd una incidencia de
2,3 casos por millon de habitantes y una incidencia de 4,7 casos por cada cien mil
pacientes VIH positivo (Ordofiez and Castafieda 2001; Lizarazo, Linares et al.
2007).




En el dltimo estudio epidemioldgico realizado por el Grupo Colombiano para el
Estudio de la Criptococosis, que comprende un periodo de 9 afios (1997-2005), se
reporté una incidencia promedio anual de 2,4 casos por millon de habitantes, pero
en pacientes con sida la incidencia fue de 3,0 casos por cada mil habitantes. El
82,7% de los casos reportados, se presentd en hombres jovenes, y un 2,5% se
presentd en nifios. El 95,7% de casos reportados fueron por neurocriptococosis, el
2,9% fueron por formas pulmonares, 0,5% fueron por lesiones a nivel cutaneo,
0,2% por formas ganglionares, 0,2% por ulceras orofaringeas, y un 0,1% a causa
de las siguientes formas clinicas: peritonitis, lesién a nivel hepatico, celulitis en los
miembros inferiores e infeccion en vias urinarias. A partir de 788 aislamientos
remitidos, se establecidé que la infeccién con C. neoformans var. grubii (serotipo A)
es la mas frecuente con un porcentaje del 95,9% de los casos. La enfermedad
causada por C. gattii (serotipo B) presenta un menor porcentaje (3,3%); sin
embargo, este mismo serotipo presenta una alta prevalencia (77%) en Norte de
Santander. El porcentaje de casos por C. gattii serotipo C es de 0,5% y C.
neoformans var. neoformans (serotipo D) es el mas bajo (0,3%) (Lizarazo, Linares
et al. 2007).

2.3 AGENTE ETIOLOGICO

2.3.1 Clasificacion taxondmica

El complejo C. neoformans/C. gattii estd conformado por C. neoformans y C. gattii,
levaduras encapsula das que pertenecen al filo de los basidiomicetes (Alspaugh,
Davidson et al. 2000). Se ha realizado una clasificacion del complejo C.
neoformans, basandose en diferencias fenotipicas, genotipicas, a nivel
bioquimico, habitat y distribucion geogréfica, estableciendo dos especies, C. gattii
y C. neoformans. Esta Ultima a su vez, se divide en dos variedades C. neoformans
var. grubii y C. neoformans var. neoformans. También se han establecido cinco
serotipos basados en diferencias inmunoquimicas de la cdpsula, en el siguiente
orden: C. neoformans var. grubii serotipo A, C. neoformans var. neoformans
serotipo D y serotipo AD, C. gattii serotipos B y C. Adicionalmente se tienen




establecidos dos serotipos hibrido AB y BD (kwon-Chung, Bennet et al. 1979;
Franzot, Mukherjee et al. 1998; Boekhout, Theelen et al. 2001; Kwon-Chung,
Boekhout et al. 2002; Bovers, Hagen et al. 2006; Lin, Litvintseva et al. 2007;
Bovers, Hagen et al. 2008; Thompson, Wiederhold et. al. 2009).

C. neoformans y C. gattii son levaduras esféricas, encapsula das, cuyo diametro
oscila entre 5 — 10 um, y su reproduccion es mediante gemacion. Estas dos
especies de Cryptococcus son comunmente encontradas en suelo con rangos de
pH de 4,0 a 7,5 (Alspaugh, Davidson et al. 2000). Estas levaduras son protétrofas
para la mayoria de aminoacidos, también puede metabolizar lipidos y azucares, y
pueden utilizar gran variedad de fuentes de carbono para su crecimiento
(Alspaugh, Davidson et al. 2000; Lengeler, Cox et al. 2001).

Las dos especies que conforman el complejo C. neoformans / C. gattii han
mostrado capacidad de reproduccion sexual o telomorfa y reproduccién asexual o
anamorfa. La forma sexual genera basidiosporas (propagulo de forma sexual). La
forma asexual genera blastoconidias (propagulo de forma asexual) (Kwon-Chung
1975; Steenbergen and Casadevall 2003). El telomorfo se conoce como
Filobasidiella neoformans y Filobasidiella bacillispora, y su clasificacion se
presenta a continuacion (Tabla 1) (Kwon-Chung 1975; kwon-Chung, Bennet et al.
1979):

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la fase sexual de C. neoformans

Super reino | Eucariota

Reino Fungi

Subreino Dikarya

filo Basidiomycota

Agaricomycotina

Clase Tremellomycetes
Orden Tremellales
Familia Tremellaceae
Género Filobasidiella




El anamorfo es la forma mas comunmente conocida, denominado C. neoformans y
C. gattii, y su clasificacion se encuentra de la siguiente manera (Tabla 2) (Kwon-
Chung 1975; Kwon-Chung 1976; kwon-Chung, Bennet et al. 1979).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de la fase asexual de C. neoformans.

Super reino | Eucariota

Reino Fungi

filo Deuteromycota
Clase Blastomycetes
Orden Cryptococcales
Familia Cryptococacceae
Género Cryptococcus

2.3.2 Reproduccién

C. neoformans y C. gattii presentan capacidad de reproduccién tanto sexual como
asexual.

2.3.2.1 Sexual o telomorfa

C. neoformans y C. gattii se caracterizan por ser levaduras heterotalicas con un
sistema bipolar, el cual tiene los loci MAT a y MAT a, siendo la pareja sexual MAT
a la que presenta predominancia. El locus MAT a tiene aproximadamente 50 kb,
en donde se encuentran genes como MF a que codifica para un precursor
peptidico de la feromonaa, y genes homlogos con  Saccharomyces cerevisiae
como STE 20 a, STE 11 ay STE 12 a que codifican para cinasas. Del locus MAT
a se conoce que tiene también los genes homélogos que codifican para cinasas, y
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el gen para la feromona MF a, reportado en C. neoformans (Lengeler, Cox et al.
2001; Hsueh, Idnurm et al. 2006; Lin, Huang et al. 2006; Lin, Litvintseva et al.
2007).

Las blastoconidias de un aislamiento pueden presentar pareja sexual MAT a o
MAT a, de forma que cuando se encuentran en un mismo medio de cultivo con
bajas concentraciones de nitrégeno y baja humedad, pueden aparearse y producir
basidios a partir de los cuales se da origen a las basidiosporas. Este proceso
mediante el cual ocurre el apareamiento, se divide en 5 etapas (Alspaugh,
Davidson et al. 2000):

Conjugaciéon: Cada levadura sintetiza una feromona especifica segun el tipo de
pareja sexual que posea, la cual estimulara a la levadura con pareja sexual
opuesta, esta feromona es reconocida por la subunidad B de linapr&te
(GPB1), la cual actta como receptor y conducira a la formacion de tubos
germinales que luego se fusionaran dando paso a la fusion celular.

Filamentacion: una vez se ha producido la fusion celular, se forman hifas
septadas, las cuales son binucleadas (dicariticas) con anlgleas
(heterocarion); este estado dicarion se mantiene hasta la formacion del basidio.
Formacion de basidios: los apices de las hifas se diferencian en estructuras
redondeadas o basidios, los cuales pueden ser terminales o laterales.

Fusion nuclear: en la hifa terminal, los dos nucleos migran hacia la parte distal del
basidio, ocurriendo cariogamia y la posterior formacion de nucleos diploides (2n).
Meiosis y esporulaciéon: luego de la fusidon ocurre el proceso de meiosis y la
formacion de 4 basidiosporas haploides (1n) que migran hacia superficie del
basidio, donde posteriormente hace mitosis (gemacion), generando asi, cadenas
de basidiosporas.

2.3.2.2 Asexual o anamorfa

C. neoformans y C. gattii se reproducen por gemacion de sus blastoconidias y de
forma alternativa mediante un proceso llamado fructificacion haploide (Alspaugh,
Davidson et al. 2000).

Fase de levadura: en esta fase del hongo, éste se reproduce por la formaciéon de
blastoconidias originadas por gemacién simple o multiple. Las blastoconidias son




esféricas comun tamafo entre 2,5 a 1, @psula das y generalmente no
producen pseudohifas, sin embargo, se ha reportado la formaciéon de hifas cuando
ocurre switching fenotipico. Estas blastoconidias son las que se recuperan a partir
de muestras clinicas y ambientales (Alspaugh, Davidson et al. 2000).

Fructificacion haploide: en medios con bajas concentraciones de nitrdgeno,
glucosa y escasa humedad se puede presentar un fendmeno conocido como
fructificacion haploide, fenbmeno mediante el cual una blastoconidia puede
producir tubos germinales, desarrollar micelio y estructuras diferenciadas,
desarrollandose  especialmente en la  margen, filamentos Vvisibles
microscopicamente. Este fendmeno ha sido descrito Unicamente en levaduras de
pareja sexual a (Alspaugh, Davidson et al. 2000). La hifas formadas, son hifas
diploides con conexiones en gancho no fusionadas y basidios similares a los
observados en el ciclo sexual del hongo. Sobre estos basidios se forman
basidiosporas haploides, pero normalmente no hay formacién de cadenas. En
aislamientos de C. gattii, a raiz de este fendmeno se han observado hifas y
basidios, pero no se ha observado la formacién de basidiosporas (Sorrell 2001).
Es importante resaltar que el fenomeno de fructificacion haploide no ha sido
observado in vivo (Alspaugh, Davidson et al. 2000).

2.3.3 Distribucion geogréfica

C. neoformans var. grubii presenta una distribucion a nivel mundial, ha sido
recuperado a partir de material vegetal y de diferentes especies de arboles;
también ha sido recuperado a partir de excremento de paloma (Emmons 1951;
Emmons 1995; Caisedo, Alvarez et al. 1999; Castella, Abarca et al. 2008; Ma and
May 2009). La infecciébn con C. neoformans var. neoformans (serotipo D) es
endémica de Europa y se ha reportado en paises como ltalia, Francia, entre otros,
presentando una alta frecuencia de infecciones dérmicas (Bennett, Kwon-Chung et
al. 1977). C. gattii presentaba hasta hace algun tiempo una distribucién geogréafica
restringida a regiones tropicales y subtropicales como Australia, Paraguay,
México, Brasil (Ellis and Pfeiffer 1990; Lazera, Wanke et al. 1993; Lazera,
Nishikawa et al. 1998; Sorrell 2001) Colombia (Callejas, Ordofiez et al. 1998;
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Lizarazo, Mendoza et al. 2002; Meyer, Castafieda et al. 2003; Escandon, Quintero
et al. 2005), Nueva Guinea (Lalloo, Fisher et al. 1994) India, Asia (Gugnani,
Mitchell et al. 2005; Grover, Nawange et al. 2007), entre otros. Sin embargo, a raiz
de un brote presentado en el afio 2000 en la isla de Vancouver, Canada, a causa
de C. gattii serotipo B, se empez6 a reconsiderar la distribucion geogréafica de C.
gattii, teniendo también en cuenta como posibles causas de esta nueva
distribucion, el calentamiento global y el microclima presentado en la isla de
Vancouver (Kidd, Hagen et al. 2004; Kidd, Guo et al. 2005).

2.3.4 Factores de virulencia

La virulencia es proporcionada por un fenotipo complejo, que casi siempre es
mantenido como resultado de un proceso de seleccion natural. El origen y el
mantenimiento de la virulencia en microorganismos que se encuentran en el suelo,
como C. neoformans y C. gattii es considerado un enigma (Steenbergen and
Casadevall 2003). Los factores de virulencia mayormente estudiados son:

2.3.4.1 Céapsula

La capsula es catalogada como uno de los factores asociados a la virulencia mas
cruciales para este hongo, ya que inhibe la fagocitosis de éstos debido a la
ausencia de opsoninas (Vecchiarelli 2000). La capsula en la naturaleza, le provee
al hongo proteccidon contra la desecacion y contra algunos predadores fagociticos
como las amebas (Casadevall, Rosas et al. 2000). Los polisacaridos que
componen la capsula también pueden ejercer un dafio directo sobre los
macrofagos, debido a que los polisacaridos liberados por el hongo se acumulan en
el citoplasma de estas células, produciendo una disfuncion de los macréfagos, la
cual conlleva a la muerte de los mismos (Feldmesser, Kress et al. 2000). La
capsula en Cryptococcus estd compuesta de dos polisacaridos: galactoxilomanano
(GalXM) y glucoronoxilomanano (GXM), el GXM esta compuesto por unidades a-
1,3-D-manopiranosa con residuos simples de (-D-xilopiranosil y (-D-
glucoronopiranosil, esta estructura es utilizada para determinar el serotipo de C.
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neoformans y C. gatti. La reactividad de la cépsula con diferentes sueros
policlonales han permitido clasificar los miembros del complejo C. neoformans/C.
gattii en cinco serotipos frecuentes A, B, C, D y el hibrido AD; y dos hibridos poco
frecuentes AB y BD. La capsula varia de tamafo dependiendo de las condiciones
ambientales; razén por la cual, los aislamientos clinicos de los miembros del
complejo C. neoformans/C. gattii, presentan diferencias en el diametro capsula r
que facilitan la inhalacion y la penetracion de vias aéreas pequefas. Durante la
infecciéon la capsula aumenta de tamafio dependiendo el érgano afectado,
indicando que el ambiente en pulmén y cerebro actia como un inductor activo de
la expresion de la capsula . Rivera y colaboradores demostraron que el tamafio de
la capsula era mayor en aislamientos causantes de infeccion en pulmon que los
encontrados en cerebro (Buchanan and Murphy 1998; Rivera, Feldmesser et al.
1998; Janbon 2006). La capsula ademas puede cambiar en composicion y
tamafio a través de un proceso llamado switching fenotipico, el cual induce la
represion del sistema inmune del hospedero por varios mecanismos incluyendo la
desregulacion de la expresion de citoquina y quimioquinas en células dendriticas
(Jain, Li et al. 2006).

2.3.4.2 Switching fenotipico

La capacidad de switching fenotipico se refiere a una alteracion a nivel fenotipico,
donde se observa el cambio entre dos morfologias, mucoide y lisa, esto ocurre por
variaciones espontaneas en la expresion de diferentes genes que le permiten al
microorganismo variar su morfologia para escapar del reconocimiento del sistema
inmune y adaptarse al nuevo ambiente en el hospedero (Fries, Goldman et al.
1999). El switching fenotipico es reversible en Cryptococcus; el primer reporte de
switching fue descrito por Fries et al, 1999, quien demostré cambios en la
virulencia, causada por diferencias en el diametro de la capsula y en la morfologia
celular que facilitaban la colonizacién de la levadura (Fries, Goldman et al. 1999).
En C. gattii se han encontrado cambios en la morfologia de las colonias,
observando colonias mucoides (con mayor didmetro de capsula ) en aislamientos
causantes de infecciones pulmonares, evitando la fagocitosis por los macréfagos y
permitiendo la supervivencia del microorganismo dentro del hospedero (Fries and
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Jain 2008). Sin embargo en algunos estudios, también se han encontrado colonias
lisas (con menor didmetro de capsula ) en cerebro de ratones infectados,
indicando que un menor didmetro le permite a los miembros del complejo C.
neoformans/C. gattii cruzar la barrera hemato-encefalica, haciendo evidente la
capacidad de los miembros del complejo C. neoformans/C. gattii de hacer
switching in vivo (Jain, Li et al. 2006; Fries and Jain 2008; Guerrero and Fries
2008).

2.3.4.3 Crecimiento a 37 °C

Los hongos son microorganismos ubicuos y alrededor de 200.000 especies han
sido identificadas, de los cuales se conoce que tan solo el 0,01% es capaz de
generar enfermedad. Una de las razones principales es su incapacidad de crecer
a 37 °C; por lo cual, la capacidad de C. neoformans y C. gattii de crecer a
temperatura fisiolégica es fundamental para su virulencia (Steenbergen and
Casadevall 2003).

2.3.4.4 Pareja sexual

observandose una alta proporcion de

La pareja sexual ha sido considerada como un factor asociado a la virulencia,
debido a que en aislamientos de C. neoformans pareja sexual a se ha observado
una mayor virulencia en modelos con ratones, en comparacion con los
aislamientos pareja sexual a (Kwon-Chung, Edman et al. 1992). En C.
neoformans, la pareja sexual a ha mostrado una alta proporén en comparacion
con la pareja sexual a (Lin, Huang et al. 2006; Lin, Litvintseva et al. 2007). En
aislamientos de C. neoformans var. grubii, el principal agente etioldégico de
criptococosis a nivel mundial, se ha reportado una proporciéna : a de 30:1y 40:1
en aislamientos clinicos y ambientales, respectivamente (Kwon-Chung and
Bennett 1978; IMadrenys, De Vroey et al. 1993), la cual ha mantenido una misma
tendencia a lo largo de los ultimos afios, haciendo evidente el predominio de la
pareja sexual a. Se ha planteado que la raa de este predominio de la pareja
sexual a se debe a su capacidad de producir basidiosporas de mayor virulencia y
de menor tamafo, haciéndolas potencialmente infectivas para el ser humano;
indicando a su vez que el hongo aparte de reproducirse por gemacién también lo
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puede hacer por fructificaciéon haploide (Wickes, Mayorga et al. 1996). En C. gattii,
se reportd una proporciomm: a de 69:1 en aislamientos clinicos, en un estudio
llevado a cabo en Australia por Halliday y colaboradores. La mayoria de
aislamientos ambientales también poseen pareja sexuati, sin embargo, en este
mismo estudio en dos areas separadas se observaron aislamientos pareja sexual
a. En una de estas areas la pareja sexual a sobrepaso a la pareja sexual a por una
proporcion de 27:2, pero en la segunda area la proporcién de ambos tipos de
pareja sexual mantuvo una proporcion 50:50 (Halliday, Bui et al. 1999).

2.3.4.5 Enzimas extracelulares

Proteinasas

La presencia de proteinasas es un factor asociado a la virulencia en una gran
variedad de organismos patdgenos. En aislamientos clinicos y ambientales de C.
neoformans y C. gattii, las proteinasas les confieren la capacidad de degradar
colageno, elastina, fibrinbgeno, inmunoglobulinas y factores del complemento,
permitiendole al hongo generar dafio en tejidos, proveerse de nutrientes y le
confiere proteccion del hospedero (Chen, Blank et al. 1996; Steenbergen and
Casadevall 2003; Chan and Tay 2009). El primer reporte de la actividad
proteolitica de aislamientos de C. neoformans fue por Brueske en 1985, quien
demostré que estos asilamientos tenian la capacidad de producir proteasas que
digerian caseina (Brueske 1985). En otros estudios realizados en ratones
infectados con C. neoformans, se evidenciaron lesiones a nivel de la epidermis por
degradacion de colageno, demostrando que estas lesiones eran causadas por una
proteasa denominada colagenasa, por esta razén se cree que la produccion de
proteasas puede ser un mecanismo de virulencia que permite la invasion al
hospedero (Muller and Sethi 1972; Brueske 1985; Salkowski and Balish 1991;
Buchanan and Murphy 1998; Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et al. 2009).
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Fosfolipasas

Las fosfolipasas son un grupo heterogéneo de enzimas que hidrolizan uno o mas
enlaces éster en los glicerofoslipidos, cada enzima tiene la habilidad de romper
una unién éster especifica. Estas enzimas favorecen la desestabilizacion de las
membranas y lisis celular de las células del hospedero, ayudando a la
diseminacién del hongo. Las fosfolipasas se han denominado segun el enlace
especifico que rompen como: la fosfolipasa A1 (PLA1) la cual rompe el enlace
que conecta al acido graso en posicion sn-1 con el glicerol, genera un
lisoglicerolipido y un acido graso, La fosfolipasa A, (PLA), rompe el enlace que
conecta al acido graso en posicién sn-2 con el glicerol, genera un lisoglicerolipido
y un acido graso, la fosfolipasa C (PLC), genera diacilglicerol por un lado y la
cabeza polar (con el fosfato) por otro, la fosfolipasa D (PLD), genera &cido
fosfatidico por un lado y la cabeza polar (sin el fosfato) por otro (Chan and Tay
2009).

Muchas cepas patdégenas secretan una fosfolipasa, conocida como la fosfolipasa
B (lisofosfolipasa o lisofoslipasa-transacilasa), la cual es una enzima que remueve
los acidos grasos sn-1 y sn-2, estas enzimas tienen 2 actividades, una actividad
hidrolasa permitiendo que la enzima rompa &cidos grasos de fosfolipidos y
lisofosfolipidos (liberando acidos grasos) y una actividad lisofosfolipasa-
transacilasa g permite a la enzima producir fosfolipidos por transferencia de un
acido graso libre a un lisofosfolipido (Ghannoum 2000; Cox, McDade et al. 2001,
Wright, Payne et al. 2004; Chan and Tay 2009).

Fenol oxidasa

La melanina es un pigmento con carga negativa producido por una enzima

llamada lacasa o fenoloxidasa, mediante la polimerizacion de metabolitos
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producidos a partir de la degradacion de compuestos fenélicos (Steenbergen and
Casadevall 2003). C. neoformans y C. gattii poseen una lacasa que puede
sintetizar melanina a partir de sustratos precursores como L-DOPA, dopamina,
norepinefrina y epinefrina. También se ha establecido que la lacasa o fenoloxidasa
puede utilizar co-factores como el hierro y el oxigeno para producir dicho
pigmento, quelantes de cobre como la feniltiourea o dietilditiocarbamato que
inhiben la actividad de la fenoloxidasa demostrando que esta enzima es
dependiente de cobre (Buchanan and Murphy 1998; Ma and May 2009).

La melanina una vez sintetizada es localizada en la pared celular contribuyendo a
mantener la integridad celular. La sintesis de melanina se ha asociado con la
virulencia ofreciendo proteccion contra numerosos efectores de la inmunidad
celular, protege frente a agentes oxidantes, le confiere proteccién al hongo al
protegerlo de una explosion oxidativa una vez esta dentro de los macréfagos
alveolares, reduce la fagocitosis o la induccion de la muerte celular, induce una
fuerte respuesta de anticuerpos, le confiere a los propagulos mayor resistencia a
gran variedad de células efectoras del sistema inmune incluyendo macréfagos,
células microgliales, neutrdéfilos, monocitos y astrositos; y genera disminucion en la
absorcion de ciertos medicamentos en los tejidos del huésped, generando
resistencia a antimicrobianos como: la anfotericina B y la caspofungina. También
se ha visto que cuando el hongo se encuentra expuesto al ambiente, la melanina
le genera protecciéon ante la radiacién solar (Ikeda, Sugita et al. 2002). Por esta
razon, la melanina es un blanco potencial para intervencién farmacologica o
proteccion contra C. neoformans (Kwon-Chung and Rhode 1986; Wang, Aisen et
al. 1995; Uran and Cano 2008).

Ureasa

La ureasa le permite al hongo hidrolizar la urea a amonio y carbamato. Este es un
factor asociado a la virulencia, que le confiere al hongo una mayor patogenicidad
en el hospedero y que en el ambiente le permite adaptarse a ambientes con altos
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contenidos de urea, como el excremento de aves (Kwon-Chung, Wickes et al.
1987; Torres, Alvarado et al. 2008).

2.3.5 Clasificacion genética del complejo

Actualmente se han implementado varias técnicas para genotipificacion de los
miembros del complejo C. neoformans, entre las cuales, las mas empleadas y que
guardan una estrecha concordancia entre sus resultados son PCR huella digital
(Meyer, Mitchell et al. 1993; Meyer, Castafieda et al. 2003; Feng, Yao et al. 2008)
Polimorfismos de Longitud en Fragmentos de Restriccion (RFLP) de dos genes
independientes, orotidin monofosfato pirofosforilasa (URA5S) (Meyer, Castafieda et
al. 2003), y fosfolipasa (PBL1) (Latouche, Huynh et al. 2003), Polimorfismos de
Longitud en Fragmentos amplificados (AFLP) (Boekhout, Theelen et al. 2001),
amplificacion al azar del ADN polimoérfico (RAPD) (Meyer, Marszewska et al.
1999), cariotipificacion (Polacheck and Lebens 1989), y tipificacion de secuencias
multiloci (MLST) de 7 a 10 genes housekeeping (Litvintseva, Thakur et al. 2006;
Meyer, Aanensen et al. 2009).

La técnica PCR huella digital permite establecer diferencias a nivel intra e inter
variedad, permitiendo diferenciar los tres serotipos correspondientes a C.
neoformans de los dos serotipos de C. gattii (Meyer, Marszewska et al. 1999).
Mediante la técnica PCR huella digital, los iniciadores mas estudiados son (GTG)s,
(GACA), y M13 (secuencia core del fago M13) (Meyer, Mitchell et al. 1993; Meyer
and Mitchell 1995; Meyer, Marszewska et al. 1999; Cogliati, Allaria et al. 2000;
Boekhout, Theelen et al. 2001).

Mediante RFLP URA5 y PCR Huella digital se han logrado establecer ocho
patrones moleculares, VNI — VNIV para C. neoformans, y VGI — VGIV para C.
gattii, que han sido ampliamente utilizados para diferenciar los miembros del
complejo C. neoformans/C. gattii, los cuales son comparables con los patrones
moleculares reportados mediante variaciones de estas técnicas y la
implementacion de otras (Tabla 3) (Viviani, Wen et al. 1997; Meyer, Marszewska
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et al. 1999; Boekhout, Theelen et al. 2001; Meyer, Castafieda et al. 2003;
Latouche, Huynh et al. 2003; Feng, Yao et al. 2008).

Tabla 3. Patrones moleculares del complejo C. neoformans/C. gattii mediante el

empleo de diferentes técnicas de tipificacion molecular.

Especie / Variedad]Serotipo |PCR-Huella |PCR- AFLP (5) RFLP RFLP
/ Hibrido digital Huella URAS5 PLB1
@, 2,3 digital 4) @ ®)
C. neoformans var. A VNI VN6 (VN5) |AFLP1 VNI Al
grubii
A VNII VN7 AFLP1A/ VNII A2
AFLP1B
Hibrido AD AD VNIII VN3/VN4 JAFLP3 VNIII A3
C. neoformans var. D VNIV VN1 (VN2) |AFLP2 VNIV A4
neoformans
C. gattii B/C VGI AFLP4A/ VGI A5
AFLP4B
B/C VGII AFLP6 VGII A6
B/C VGIII AFLP5A/ VGIII A7
AFLP5B/
B/C VGIV AFLP7 VGIV A8

Fuente: (Meyer, Marszewska et al. 1999) *: (Meyer, Castafieda et al. 2003) *;
(Feng, Yao et al. 2008) 3; (Viviani, Wen et al. 1997) % (Boekhout, Theelen et al.
2001) °; (Latouche, Huynh et al. 2003) °

2.3.6 Brote en Vancouver

C. gattii estaba clasificado como un microorganismo restringido a zonas tropicales

y subtropicales, sin embargo en el afio 2000 se reportd la primera epidemia de

criptococosis en el mundo por C. gattii, en la isla de Vancouver, Canada, la cual

afecto a humanos y animales inmunocompetentes (Stephen, Lester et al. 2002;
Hoang, Maguire et al. 2004; Kidd, Hagen et al. 2004), generando un incremento

inusual en la incidencia de
casos/millon de habitantes en el 2003 (Kidd, Hagen et al. 2004). Actualmente,
Canadéa es el unico pais de notificacion obligatoria de esta enfermedad (Fyfe,

8,5 casos/millén de habitantes en 1999 a 37
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MacDougall et al. 2008). Estudios realizados en la isla reportaron que el serotipo
causante de esta epidemia fue el serotipo B, ademas se identificO una nueva
asociacion de este serotipo con otras especies de arboles nativos y no con
eucaliptos. También se observaron altas concentraciones del hongo a partir de las
zonas mas afectadas (Duncan, Schwantje et al. 2006; Chambers, McDougall et al.
2008), sugiriendo una posible reproduccion sexual del hongo y/o un posible
fendbmeno de fructificacion haploide, que estuviera aumentando significativamente
la concentracion de blastoconidias en el ambiente (Fraser, Subaran et al. 2003;
Fraser, Giles et al. 2005). Estudios de genotipificacion mediante PCR huella digital
y AFLP, mostraron que los aislamientos que causaron esta epidemia, poseian en
su mayoria patréon molecular VGII, siendo altamente similares y que estaban
agrupados en su mayoria en el patron molecular VGIlIa/AFLP6, y en una menor
proporcion, catalogada como menos virulenta (Kidd, Hagen et al. 2004;
Ngamskulrungroj and Meyer 2009), en el patron molecular VGIIb/AFLP6 (Kidd,
Hagen et al. 2004). También se reportaron casos clinicos generados por dos
aislamientos de C. gattii patron molecular VGI (Kidd, Hagen et al. 2004). Ademas
identificaron que todos los aislamientos eran pareja sexual o (Fraser, Subaran et
al. 2003; Kidd, Hagen et al. 2004). Ya se tienen algunos estudios donde se reporta
que el platron molecular VGII, el cual habia sido considerado como esporadico en
Latinoamérica (Meyer, Castafieda et al. 2003), han causado infecciones en paises
como Colombia, Brasil y Australia (Chen, Sorrell et al. 2000; Escandon, Sanchez
et al. 2006; Santos, Meyer et al. 2008; Trilles, Lazera et al. 2008). Actualmente se
ha establecido la diseminaciéon ambiental de C. gattii desde Vancouver hacia otras
areas aledafias como el noroeste pacifico de Estados Unidos (Byrnes, Bildfell et
al. 2009), Washigtong (Upton, Fraser et al. 2007), Oregon (Edmond, Byrnes et al.
2009). También se han presentado nuevos casos en personas que han visitado en
algun momento a Vancouver (Levy, Pitout et al. 2007).
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3 METODOLOGIA

Con el propésito de establecer similitudes y diferencias a nivel genético y
fenotipico entre aislamientos colombianos de Cryptococcus gattii serotipo B —
patron molecular VGII y aquellos aislamientos procedentes de la epidemia de
Vancouver, se realizé una recoleccion de muestras a nivel ambiental y veterinario
en la ciudad de Cdcuta, con el fin de recuperar aislamientos de C. gattii serotipo B,
los cuales fueron identificados por técnicas convencionales. De igual forma, se
incluyeron en el estudio todos los aislamientos clinicos de C. gattii serotipo B
procedentes de Cucuta, pertenecientes a la coleccion del Grupo de Microbiologia
del Instituto Nacional de Salud. A este conjunto de aislamientos colombianos de C.
gattii serotipo B, se les realizd genotipificacion mediante RFLP del gen URA 5 con
el fin de establecer cuales aislamientos serotipo B pertenecian al patron molecular
VGII, patron al cual pertenecen los aislamientos de C. gattii causantes de la
epidemia en Vancouver. También, se determind si existia algun tipo de relacion
genética cercana entre los aislamientos colombianos correspondientes a dicho
patron molecular y los aislamientos precedentes de Vancouver, empleando las
técnicas de PCR — Huella digital, RFLP empleando las enzimas de restriccion
Hhal, Ddel y BsrGl; y MLST (técnica realizada en colaboracion cientifica con el
Laboratorio de Investigacion en Micologia Molecular de la Universidad de
Sydney), determinando cuales de los aislamientos colombianos de C. gattii
evaluados pertenecian al subtipo VGlla, subtipo molecular responsable de la
epidemia de Vancouver.

Posteriormente, los dos grupos de aislamientos de C. gattii serotipo B-patron VGI,
colombianos y canadienses, fueron comparados in vitro, mediante pruebas
fenotipicas de los principales factores asociados a la virulencia y evaluacion de
crecimiento bajo diferentes condiciones de temperatura y humedad, con el
propésito de poder seleccionar aquellos aislamientos con un mayor y menor
potencial de virulencia. Los aislamientos seleccionados fueron evaluados in vivo
en un modelo murino, llevado a cabo en ratones Balb/c hembras, determinando la
tasa de supervivencia en los animales, la diseminacion a organos y el dafio a
nivel histopatologico.
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3.1 Aislamientos de estudio

Aislamientos colombianos: Dentro de este estudio se incluyeron aquellos

aislamientos de C. gattii serotipo B recuperados a partir de muestras ambientales,
veterinarias y clinicas, recolectadas durante el desarrollo del proyecto (2007-
2008), procedentes de la ciudad de Cucuta. Las muestras clinicas y veterinarias
fueron tomadas con consentimiento previo de los implicados. Adicionalmente, a
partir de la coleccion del Grupo de Microbiologia del INS, se incluyeron 18
aislamientos clinicos de C. gattii serotipo B procedentes de la ciudad de Cucuta,
recuperados durante un periodo de quince afios (1993-2008) (Anexo 1).

Aislamientos canadienses: Para este estudio se contd con 20 aislamientos de C.

gattii serotipo B, recuperados a partir de la epidemia de criptococosis presentada
en Vancouver (11 aislamientos del subtipo VGlla y 9 aislamientos del subtipo
VGIIb) (Anexo 13). Estos aislamientos de referencia fueron donados por el Doctor
Wieland Meyer, director del Laboratorio de Investigacion en Micologia Molecular
del Hospital de Westmead, Departamento de Medicina de la Universidad de
Sydney.

3.2 Métodos

3.2.1 Objetivo especifico 1. Realizar muestreos ambientales y veterinarios en la
ciudad de Cucuta, Colombia, con el fin de recuperar Cryptococcus gattii,
serotipo B.

Justificacion. Se requeria obtener el mayor nimero de aislamientos ambientales
y de animales de C. gattii serotipo B provenientes de Cuacuta para poder realizar
una comparacién con los aislamientos procedentes del brote de Vancouver.
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Area de estudio:

San José de Cucuta, capital del departamento Norte de Santander. De acuerdo
con el DANE, la poblacion asciende a 918.942 habitantes. Esta cifra fue
establecida por el censo de 2005-2006 y posiciona a la ciudad como la mas
poblada del departamento y la sexta (6°) del pais. Geograficamente se encuentra
ubicada 7° 54' latitud norte, 72° 30' longitud oeste de Greenwich, presenta una
temperatura promedio de 28° C, tiene una altitud sobre el nivel del mar de 318
metros, y cuenta con una extension de 1.176 kilbmetros cuadrados. Se encuentra
delimitada asi: al norte con Tibu y Puerto Santander, al sur Villa del Rosario, Los
Patios y Bochalema, al oriente la Republica de Venezuela y al occidente El Zulia 'y
San Cayetano (Wikipedia 2009).

La ciudad después del terremoto de 1875, fue muy bien trazada con amplias
avenidas facilitando la arboleda en las calles, siendo la primera especie plantada
unos arboles conocidos como clemones. Luego fueron reemplazados por acacias,
matarratones y almendros, después con chinimangos, urapos y palmas reales,
hasta que en 1935 ingreso el oiti procedente del Brasil que se popularizdé debido a
su utilidad maderable que se aplica en carpinteria, construcciones civiles y férreas
(Wikipedia 2009).

1. Procesamiento de muestras ambientales:

Se realiz6 una recoleccion de muestras en la ciudad de Cucuta a partir de suelo,
de la corteza y fruto de diferentes arboles (eucaliptos, urapanes, guaduales, oities
etc.) a lo largo del area metropolitana. En cada muestreo se realiz6 el registro de
las condiciones climaticas reportadas por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales de Colombia (IDEAM).

Cada una de las muestras se recolectd en bolsas plasticas con 10 g
aproximadamente. Estas muestras fueron procesadas mediante la técnica de
extraccion de buffer fosfato salino (PBS) suplementada con antibioticos (penicilina
40U y estreptomicina 20U) (Paliwal and Randhawa 1978; Escandén, Quintero et
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al. 2005), la cual consiste en pesar 5 g de muestra, resuspenderla en 25 ml de
PBS 1X, homogenizar y dejar en reposo durante una hora, posteriormente se filtra
la muestra con gasas estériles y al filtrado se le adiciona una mezcla de ampicilina
(40 U) y estreptomicina (20 U), se mezcla por inmersion y se deja para que el
antibiético actie durante una hora; finalmente se siembran 100 pl del filtrado con
antibiotico en agar Guizotia (Anexo 4a), se distribuye la muestra homogéneamente
en el medio y se realiza una incubacion a 27 °C durante un mes, con observacion
semanal (Staib, Seibold et al. 1989).

Se observaron al microscopio mediante tincion en tinta china, aquellas colonias
cremosas, elevadas, con bordes regulares y pigmentacion café (producciéon de
melanina). Las colonias que correspondieron a levaduras grandes, redondas y con
presencia de capsula, se les hizo una prueba de degradacion de urea (Kwon-
Chung, Wickes et al. 1987) y CGB (Agar canavanina glicina azul de bromotimol
sédico) (Min and Kwon-Chung 1986) (Anexo 4); aquellas que resultaron positivas
a estas pruebas se les determind el serotipo mediante el uso de antisueros
policlonales especificos para cada serotipo, para establecer cuales correspondian
a aislamientos de C. gattii serotipo B (Anexo 5) (lkeda, Shinoda et al. 1982).

2. Procesamiento de muestras veterinarias:

Se recolectaron 20 muestras mensuales durante un periodo de 18 meses en la
ciudad de Cucuta, en clinicas veterinarias, a partir de gatos y perros, con y sin
sintomatologia. También se tomaron muestras en veredas, a partir de perros,
gatos y cabras que presentaban sintomatologia relacionada con criptococosis. Las
muestras recolectadas, fueron tomadas a partir de piel y cavidad nasal,
empleando escobillones estériles humedecidos con solucion salina, los cuales se
depositaban en medio de transporte Cary Blair y se incubaban posteriormente en
agar Guizotia, evaluando las -caracteristicas anteriormente descritas en el
procesamiento de muestras ambientales.

3. Obtencidn de aislamientos clinicos:

Dentro del estudio se incluyeron aquellos aislamientos de C. gattii serotipo B
suministrados por el Hospital Universitario Erasmo Meoz en la ciudad de Cucuta,
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durante un periodo de 18 meses y aquellos aislamientos clinicos de este mismo
serotipo, pertenecientes a la coleccion del Grupo de Microbiologia del INS,
procedentes de la ciudad de Cucuta (Anexo 12).

3.2.2 Objetivo especifico 2. Establecer los patrones moleculares de los
aislamientos de C. gattii serotipo B recuperados a partir de muestras
clinicas, ambientales y de animales, mediante RFLP del gen URAS.

Justificacion. Mediante la técnica de RFLP del gen URA5, se buscoé identificar
aguellos aislamientos de C. gattii serotipo B, que presentaban el mismo patrén
molecular de los aislamientos causantes del brote en Vancouver.

1. Genotipificacion de los aislamientos:

La tipificacion genética se realizd6 mediante la técnica de RFLP del gen URA5
(Anexo 7) (Meyer, Castafieda et al. 2003; Escandon, Sanchez et al. 2006;
MacDougall, Kidd et al. 2007), mediante la cual se determind cuales aislamientos
pertenecian al patron molecular VGII. Para esto, se extraj6 ADN de alto peso
molecular (Casali, Goulart et al. 2003), mediante el protocolo de extraccion con
perlas de vidrio (Anexo 6), el cual se empled para la amplificacién de un fragmento
de 779 pb correspondiente al gen URA5 (también llamado gen oritodin
monofosfato pirofosforilasa u OMPasa). Este amplificado fue sometido a una
digestion con enzimas de restriccion Sau96l y Hhal, la cual proporcion6 un perfil
de restriccidbn, que se comparé con cepas de referencia empleadas como
controles de los patrones moleculares VGI al VGIV, presentadas a continuacion:

Cepas control:

C. gattii (WM 179). Presenta patrén molecular VGI.

C. gattii (WM 178). Presenta patron molecular VGII.
C. gattii (WM 161). Presenta patrén molecular VGIII.
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C. gattii (WM 779). Presenta patrén molecular VGIV.

Las cepas control empleadas son descritas con mayor detalle en el anexo 15.

3.2.3 Objetivo especifico 3. Determinar la existencia de una relacion genética
entre los aislamientos de C. gattii serotipo B - patron molecular VGII
colombianos y aquellos causantes de la epidemia en Vancouver, mediante
la técnica PCR-Huella digital.

Justificacion. La técnica PCR-Huella digital permitid determinar la existencia de
una posible relacion genética entre los aislamiento colombianos de C. gattii
serotipo B - patron molecular VGII y los aislamientos procedentes de la epidemia
en Vancouver.

1. PCR-Huella digital

Aquellos aislamientos que se agruparon dentro del patron molecular VGII, fueron
comparados con los aislamientos procedentes de la epidemia en Vancouver
mediante la técnica PCR huella digital, empleando el iniciador M13 (Anexo 8)
(Meyer, Mitchell et al. 1993; Meyer, Marszewska et al. 1999). Los patrones de
amplificacion obtenidos, permitieron hacer un agrupamiento de los aislamientos,
mediante el programa Biolomics, en el cual se trabajé con una tolerancia de 10y
una optimizaciéon del 0,2% para cada una de las bandas entre perfiles de
amplificacion. Se emplearon cepas control con patron molecular VGI al VGIV,
VGllay VGlIb, presentadas a continuacion:

Cepas control:

C. gattii (WM 179). Presenta patrén molecular VGI.
C. gattii (WM 178). Presenta patron molecular VGII.
C. gattii (WM 161). Presenta patrén molecular VGIII.
C. gattii (WM 779). Presenta patrén molecular VGIV.
C. gattii (RB 50). Presenta patron molecular VGlla.
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C. gattii (RB 28). Presenta patron molecular VGlIb.
Las cepas control empleadas son descritas con mayor detalle en el anexo 15.

Andlisis estadistico: El coeficiente de similitud fue hallado mediante el algoritmo
DICE y los andlisis fueron hechos con el método de agrupamiento mediante
promedios aritméticos (UPGMA) (Meyer, Marszewska et al. 1999; Meyer,
Castafeda et al. 2003).

De manera adicional a lo planteado inicialmente en este objetivo, y con el
propésito de complementar los resultados obtenidos mediante PCR Huella digital
empleando el iniciador M13, se realiz6 también una comparacion a nivel genético
mediante las técnicas RFLP URA5, empleando las enzimas de restriccion Hha |,
Dde | y BsrG I; y Multilocus Sequence Typing (MLST), de las cuales se describe
su metodologia a continuacion.

2. RFLP URA5, empleando las enzimas de restriccion (Hha |, Dde |, BsrG 1)

El gen URAS fue amplificado como se describié previamente (Meyer, Castafieda et
al. 2003) y luego fue sometido a digestion enzimatica a 37 °C en un volumen final
de reaccion de 20 pl, empleando buffer NEB2 1X y 4 U de las enzimas Hha |, Dde
I, BsrG | (New England Biolabs). Los productos de la restriccion se observaron en
un gel de agarosa al 3%, previamente tefildo con bromuro de etidio (Kidd, Guo et
al. 2005; MacDougall, Kidd et al. 2007). Se emplearon cepas control con patrén
molecular VGI al VGIV, VGllay VGlIIb, presentadas a continuacion:

Cepas control:

C. gattii (WM 179). Presenta patrén molecular VGI.
C. gattii (WM 178). Presenta patrén molecular VGII.
C. gattii (WM 161). Presenta patrén molecular VGIII.
C. gattii (WM 779). Presenta patrén molecular VGIV.
C. gattii (RB 50). Presenta patron molecular VGlla.
C. gattii (RB 28). Presenta patron molecular VGlIIb.
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Las cepas control empleadas son descritas con mayor detalle en el anexo 15.

3. Multilocus Sequence Typing (MLST)

Se selecciond un grupo de seis loci para realizar el esquema concenso de MLST,
basados en los resultados obtenidos en estudios publicados previamente
(Litvintseva, Thakur et al. 2006; Meyer, Aanensen et al. 2009). Los loci
secuenciados y comparados fueron CAP59, GPD1, PLB1, SOD1, URA5 y IGS1.
Los iniciadores empleados y las condiciones de amplificaciéon son presentadas en
el anexo 11, datos tomados del ultimo estudio realizado por The Cryptococcal
Working Group | of the International Society for Human and Animal Mycology
(ISHAM). Toda la informacién de los loci empleados se encuentra disponible en
linea en http://www.mlst.net/.

Esta técnica fue realizada en cooperacion cientifica con el Doctor Wieland Meyer,
director del Laboratorio de Investigacion en Micologia Molecular del Hospital de
Westmead y Departamento de Medicina de la Universidad de Sydney.

3.2.4 Objetivo especifico 4. Establecer similitudes y diferencias de crecimiento
in vitro de los aislamientos de C. gattii serotipo B — patron molecular VGII
colombianos y los procedentes de Vancouver, bajo diferentes condiciones
de temperatura y humedad.

Justificacion. Ensayos de crecimiento in vitro bajo diferentes condiciones de
temperatura y humedad, permitieron determinar las caracteristicas de crecimiento
que presentan cada uno de los grupos de aislamientos evaluados, bajo las
condiciones evaluadas, que puedan ayudar a entender la nueva distribucion
geografica que esta presentando C. gattii a nivel mundial.

1. Crecimiento bajo diferentes condiciones de temperatura

Los aislamientos a estudiar, mantenidos por criopreservacion, se sembraron por

27




agotamiento en agar Sabouraud durante 48 horas a 27 °C y a partir de una sola
colonia, se resembraron los aislamientos durante 48-horas a 27 °C. Los
aislamientos se inocularon en 10 ml (Volumen efectivo de trabajo) de caldo
Sabouraud, ajustando el inoculo a 1 x 10* células/ml para cada uno de los
aislamientos, mediante recuento en cdmara de Neubauer. Se emplearon Falcon
de 50 ml, los cuales se pusieron en agitacion a 250 rpm durante 96 horas. Cada
aislamiento se monto por triplicado, y las temperaturas evaluadas fueron: 5 °C,
15 °C, 25 °C, 37 °C y 40 °C. El aumento de biomasa se cuantificdé tomando
muestras en placas de 96 micropozos a diferentes tiempos: 0, 24, 48, 72 y 96
horas y realizando las mediciones en un lector de Elisa (Beckman) a 600 nm
(Franzot, Mukherjee et al. 1998; Fries and Casadevall 1998; Castafieda 2001;
Escandon 2009).

Andlisis estadistico: evaluacibn de los supuestos del error: normalidad,
empleando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; y homogenidad de
varianzas, mediante el estadistico de Levene. Analisis de varianza mediante
pruebas no paramétricas, empleando el test de Kruskal Wallis; y la prueba de
Mann Whitney, para la comparacidn por parejas de las aborbancias obtenidas en
cada uno de los aislamientos (tratamientos) evaluados a una misma temperatura y

tiempo (Anexo 17). Analisis llevado a cabo en SPSS 16,0.

2. Crecimiento bajo diferentes condiciones de humedad (HR)

Para lograr distintas condiciones de humedad relativa (HR), se usé como camara
de humedad, cajas de Petri plasticas de 9 cm. La HR requerida se obtuvo
adicionando mezclas apropiadas de glicerina y agua destilada (solucion HR),
teniendo en cuenta que a medida que aumente la concentracion de glicerina,
disminuye la HR. Una solucion de glicerina al 10% significa una HR de 90%. El
crecimiento medido como ufc/ml y diametro de las colonias de C. gattii, se evaluo

a diferentes valores de humedad relativa entre 10-100% con intervalos de 20%.
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PARTE 1(Medio de cuitivo)

PARTE 2(Solucién HR)

Figura 1. Diagrama de la camara de humedad implementada para la evaluacion
del crecimiento en medio de cultivo, bajo diferentes condiciones de HR.

La preparacion de las camaras de humedad consistié en tomar dos bases o dos
tapas de cajas de Petri y ponerlas una encima de la otra de forma invertida, de
manera que formen una camara compuesta de dos partes (parte 1 y parte 2),
como se muestra en la figura 1. La parte 1 contiene 25 ml de agar Sabouraud
previamente polimerizado. En la parte 2 se depositaron 15 ml de la mezcla de la
solucion HR correspondiente. Posteriormente se prepar6 una suspension del
aislamiento a evaluar en PBS 1X estéril, a una concentracién inicial de 5x10?
cel/ml. A partir de esta solucion se inocularon 200 ul en la parte 1 de la camara, la
cual contiene el medio, y luego de distribuir homogeneamente el indculo, se
procedié a armar y a sellar cada camara con parafilm, dejando la parte 2 abajo con
la solucion HR y en la parte de arriba, la parte 1 de forma invertida, quedando
invertido también el medio (de forma similar a la incubacion convencional de un
medio en caja de pretri, para evitar condensacion en la tapa). Cada camara se
incubo a 30 °C durante 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se
determind el numero de UFC que crecio sobre el medio y el diametro del 10% de
las colonias. Cada ensayo se realizo por duplicado para cada valor de HR. Este
protocolo fue disefiado e implementado para éste estudio, a partir de otros
estudios de crecimiento in vitro a diferentes condiciones de humedad realizados
con otros microorganismos (Berman, Friedman et al. 1956; Bateman and White
1963; Mackenzie 1971).
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3.2.5 Objetivo especifico 5. Comparar la virulencia y factores asociados con la
virulencia, entre aislamientos de C. gattii serotipo B — patrén molecular VGII
colombianos y los aislamientos provenientes de Vancouver, Canada.

Justificacion. La comparacion de la virulencia y los principales factores asociados
a la virulencia entre los dos grupos de aislamientos, permitié de forma cuantitativa
y cualitativa, establecer semejanzas y diferencias, que permitieron evidenciar los
factores de virulencia que estan teniendo un papel importante en la virulencia tanto
de los aislamientos de C. gattii colombianos, como los procedentes del brote de
Vancouver.

1. Comparacién de los factores asociados a la virulencia:

Se realiz6 una comparacion in vitro de los principales factores asociados a la
virulencia, entre los aislamientos colombianos de C. gattii serotipo B — patron
molecular VGII y los aislamientos procedentes de Vancouver. Los factores
asociados a la virulencia evaluados en cada uno de los aislamientos, de cada
grupo de estudio fueron:

a. Crecimiento a 37 °C.

Se realiz0 siembra por agotamiento de cada aislamiento, en cajas con agar
glucosado de Sabouraud y se incubaron a 27 °C durante 48 horas. Se tomé una
colonia y se sembré por estrias en cajas de agar glucosado de Sabouraud a 37 °C
durante 72 horas. Se emplearon como controles Cryptococcus uniguttulatus
(HO058-3h) como control negativo y Candida albicans (ATCC 18804) como control
positivo (Rosa e Silva, Staats et al. 2008), aislamientos pertenecientes a la
coleccion del Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud.

Interpretacion: Se observaron cuales de los aislamientos evaluados crecieron en
agar Sabouraud a 37 °C.
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b. Tamafio celulary capsular.

A partir de un cultivo en agar glucosado de Sabouraud del aislamiento a evaluar,
incubado por 48 horas a 27 °C, se tomd una colonia y se resembr6 en una caja del
mismo medio durante 48 horas a 27 °C. Se sembré una colonia de cada
aislamiento en 5 ml de caldo glucosado de Sabouraud y se incub6é a 30 °C en
agitacion (150 rpm) durante 48 horas. Se tomaron 10 pl del cultivo y en una lamina
se realiz6 una preparacion con tinta china (5 pl), a la cual se le puso una laminilla 'y
empleando un micrometro se midio en diferentes campos el diametro celular y
capsula r de 20 levaduras por cada aislamiento evaluado (Figura 2) (Franzot,
Mukherjee et al. 1998; Fries and Casadevall 1998).

Interpretacion: El tamafio capsula r = (Tamafio total — tamafio celular) / 2.

Figura 2. Medicion del didmetro (nm) celular y capsula r de aislamientos de C.
gattii. Cada linea es equivalente a 1,01 nm.

Analisis estadistico: evaluacion de los supuestos del error: normalidad,
empleando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; y homogenidad de
varianzas, mediante el estadistico de Levene. Prueba T a dos colas, analisis de
varianza mediante pruebas no paramétricas, empleando el test de Kruskal Wallis;

y la prueba de Mann Whitney, para la comparacion por parejas de los diametros
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de los aislamientos (tratamientos) evaluados (Anexo 17). Analisis llevado a cabo
en SPSS 16,0.

c. Fenotipo de las colonias.

Se sembrd por agotamiento los aislamientos a estudiar en agar glucosado de
Sabouraud durante 48 horas a 27 °C, se hizo un pase a partir de una colonia en
cajas con este mismo medio durante 48 horas a 27 °C. A partir de este cultivo, se
hizo una suspensién ajustada con el patrén 0,5 de Mc Farland (6,75 x 10° cél/ml),
a la cual se le hizo una dilucién 1/10000 en solucién salina al 0,85%. A partir de
esta solucion se hizo una siembra masiva de 50 pl, la cual se incubé durante 7
dias a 27 °C. Se emplearon como controles C. neoformans HO0058-1-1320
(morfologia mucoide) y C. neoformans HO0058-1-1580 (morfologia lisa) (Franzot,
Mukherjee et al. 1998; Fries and Casadevall 1998), aislamientos pertenecientes a
la coleccion del Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud.

Interpretacion: Para la lectura de la prueba se tuvo en cuenta la textura (mucosa o
no mucosa), aspecto de la margen (regular o irregular) y superficie de la colonia
(ondulado o liso).

d. Switching fenotipico.

Esta metodologia se empledé para determinar la capacidad de cambio en la
morfologia de las colonias en cada uno de los aislamientos a evaluar. Para esto,
se partid de un inoculo sembrado en agar glucosado de Sabouraud durante 48
horas a 27 °C, el cual se resembro durante 12 horas a esta misma temperatura. A
partir de este indculo, se prepardé una suspension en PBS 1X ajustada a una
concentracion de 2 x 10° a 4 x 10* cel/ml. Para cada aislamiento a evaluar, se
emplearon 100 cajas de Petri con agar glucosado de Sabouraud, en cada caja se
inocularon 100 ul de la suspension anterior y se incubaron durante 72 horas a 27-
30 °C. Esta misma metodologia se empled para la determinacién de la capacidad
de reversion del switching fenotipico (Fries, Taborda et al. 2001). Se emplearon
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como controles los aislamientos C. gattii B-4506 (control positivo) y C. neoformans
var. neoformans ATCC 24067 (control negativo). Los aislamientos control
empleados, son descritos con mayor detalle en el anexo 15.

Interpretacion: Se determiné cuales de los aislamientos presentan un cambio en la
morfologia, pasando de morfologia mucoide a no mucoide y viceversa (reversion
de esta morfologia) en al menos una de las 100 cajas inoculadas.

e. Determinacién de la pareja sexual.

Determinacién mediante PCR

La metodologia empleada en la determinacion de pareja sexual mediante PCR,
fue extraida de Haliday y colaboradores (Haliday and Carter 2003) (Anexo 10),
empleando los iniciadores MfaU y MFaL, los cuales permitieron la amplificacion de
un fragmento de 109 pb en los aislamientos de C. gattii pareja sexual a; y un
fragmento de 400 pb mediante los iniciadores MFa2U y MFa2L, en los
aislamientos pareja sexual a. Los aislamientos control empleados fueron: C.

neoformans var. neoformans JEC20, pareja sexual “a”; C. neoformans var.
neoformans JEC21, pareja sexual “a”; C. neoformans var. grubii JF 109, pareja
sexual “a@”; y C. neoformans var. neoformans JF 101, pareja sexual “a” (Anexo

15).

Determinacién in vitro

Se cultivd cada aislamiento en agar glucosado de Sabouraud a 27 °C durante 48
horas, luego se tom6 con un asa estéril una minima cantidad de colonia del
aislamiento a evaluar y se sembrd haciendo varias lineas en un sentido en una
caja de agar V8 (Anexo 4c). Posteriormente se tomd con otra asa una minima
cantidad de la colonia control (pareja sexual a 0 o) y se hicieron varias lineas en
un sentido en el que se entrecrucen con las lineas de la colonia del aislamiento
evaluado, generando una siembra en forma de cuadricula (Figura 3). Se incubaron
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en oscuridad a temperatura ambiente por un periodo de 2 a 4 semanas. Luego de
este tiempo se observd en cuales cajas hay presencia de filamentos en el medio
de cultivo, y a partir de estos se hizo una lamina en agua destilada estéril para
confirmar la presencia de hifas, basidios, fibulas y basidiosporas. En el caso de no
observar filamentos macroscopicamente, se observaron las cajas directamente al
microscopio en 10X.

Los controles empleados fueron JEC20 (C. neoformans, serotipo D, pareja sexual
a) y JEC21 (C. neoformans, serotipo D, pareja sexual a) (Kwon-Chung 1976).
También se evalud la capacidad de apareamiento con los controles JF 109 (pareja
sexual a) y JF101 (pareja sexual o), los cuales son aislamientos con una
modificacion genética en el locus MAT en el gen crgla, que les permite una mayor
produccion de la feromona sexual (Fraser, Subaran et al. 2003) (Anexo 15). De
manera adicional y dependiendo del tipo de pareja sexual que presenté cada uno
de los aislamientos de C. gattii evaluados, tanto de Colombia como de Vancouver,
se evaluo la capacidad de apareamiento entre aislamientos colombianos, y entre
aislamientos de Vancouver, de pareja sexual opuesta.

Yy ¥ Yy ¥y y ¥y yyry

Figura 3. Siembra en forma de cuadricula de los aislamientos de C. gattii
evaluados, para la determinacién de la capacidad de apareamiento in vitro en el
medio V8.
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Interpretacion: Los aislamientos que presenten filamentos con el control JEC20 o
JF109, se consideran que son pareja sexual a y aguellos que presenten filamentos
con el control JEC21 o JF101, seran considerados como pareja sexual a.

f. Actividades enzimaticas.

e Cuantificaciéon de melanina:

Esta técnica fue empleada para determinar de forma indirecta la actividad de la
enzima fenol oxidasa, enzima que le permite a Cryptococcus degradar
compuestos fendlicos (presentes en el medio L-Dopa) tanto en el ambiente como
en el hospedero, que le sirven como sustrato para produccion de melanina.

Para esta técnica se requirié partir de un cultivo del aislamiento a evaluar,
incubado en agar glucosado de Sabouraud durante 48 horas a 27 °C, a partir del
cual se prepardé una suspension en solucion salina al 0,85%, ajustada con el
patrén 0,5 de la escala de Mc Farland (1.5 x 102 cél/ml). De la solucién anterior se
hizo una dilucién 10™ a partir de la cual se inocularon 100 pl en una caja con agar
L-Dopa (3,4 dihidroxifenil alanina) (Anexo 4d), distribuyendo el indculo
uniformemente en el medio; cada aislamiento se sembrd por triplicado y se incubd
a 30 °C durante un periodo de 15 dias, teniendo en cuenta de proteger los
aislamientos de la luz con papel aluminio. Una vez cultivadas las blastoconidias de
C. gattii en medio L-Dopa (como inductor de pigmentacion), hasta observarse de
manera macroscopica la pigmentacion, se determind la actividad de la enzima
fenoloxidasa de forma cualitativa y cuantitativa. Para la determinacion cualitativa,
se establecio un rango de actividad enzimatica basados en la intensidad del
pigmento que presentd cada una de las colonias de los aislamientos (Franzot,
Mukherjee et al. 1998), asi: 0 = nula; 0,5 — 1 = baja; 2 = media; y 3 — 4 = alta
(Vidotto, Koga-Ito et al. 2000). Para la determinacion cuantitativa, se recogieron
las blastoconidias y se desencapsula ron con perlas de vidrio para obtener los
esferoplastos, los cuales fueron lisados y la melanina disuelta y extraida mediante
condiciones alcalinas (Anexo 9). La cantidad de pigmento correspondiente a la
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melanina se cuantific6 por absorbancia a 475 nm en un lector de ELISA y la
interpolacion se realiz6 mediante una curva de calibracion construida con
cantidades entre 1 — 0,00049 mg/ml de melanina sintética (Sanchez, Escandon et
al. 2008).

El protocolo utilizado en la solubilizacion y extraccion de melanina, es una
modificacion del método empleado en el Laboratorio de Fisiologia molecular del
INS para la cuantificacién de melanina a partir de melanocitos, método que aun no
ha sido publicado (Gomez, L. A; 2007. Comunicacion personal).

Los aislamientos empleados como control fueron: C. neoformans var. grubii
HO0058-1-1959 (actividad alta) y C. neoformans var. grubii HO058-1-2257 (actividad
baja). Estos aislamientos pertenecen a la coleccion del Grupo de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud (anexo 15).

Analisis estadistico: evaluacion de los supuestos del error: normalidad,
empleando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; y homogenidad de
varianzas, mediante el estadistico de Levene. Prueba T a dos colas, analisis de
varianza a una via (ANOVA) y comparaciones multiples de las concentraciones en
ug/ml de melanina, mediante las pruebas de Scheffe y Tukey (Anexo 17). Analisis
llevado a cabo en SPSS 16,0.

e Determinacion de la actividad proteolitica extracelular:

Para esta metodologia se partid6 de un indculo sembrado en agar glucosado de
Sabouraud e incubado a 27 °C durante 72 horas, del cual se preparé6 una
suspension en solucion salina al 0,85%, ajustada al patron 3 de la escala de Mc
Farland. Se inocul6 una gota (5 pul) de la suspension anterior, en el centro de una
caja con agar YCB suplementado con albumina sérica bovina y polipeptona
(Anexo 4e), la cual fue incubada a 37 °C durante 10 dias. Luego del periodo de
incubacion, se delimitd por el revés de la caja, el diametro de la colonia con un
marcador de tinta indeleble, y se agregd en la caja 5 ml de acido tricloroacético
dejando en reposo durante una hora. Luego de descartar el acido tricloroacético,
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se lavaron las cajas con agua destilada, removiendo los restos de levadura
presentes. Una vez lavadas las cajas, se agregaron 5 ml de azul brillante de
Coomasie tifilendo el agar durante 10 minutos. Posteriormente se decoloré con
solucién decolorante (metanol 40%-acido acético 10%, en agua destilada) durante
2 horas y se lavo con agua destilada, observando un halo oscuro alrededor del
sitio donde se encontraba en un comienzo la levadura (Chen, Blank et al. 1996;
Leone and Cabeli 1999). Cuando no se observo halo de protedlisis en las cajas de
los aislamientos control, se siguié decolorando por mas tiempo, hasta observar la
presencia del halo.

Los aislamientos empleados como control fueron: C. neoformans var. grubii
HO0058-1-743 (actividad media) y C. neoformans var. grubii HO058-1-860 (actividad
baja). Estos aislamientos pertenecen a la coleccion del Grupo de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud (anexo 15).

Interpretacion: La actividad proteolitica extracelular esta dada por un valor PZ=
A/B, donde A corresponde al diametro de la célula y B corresponde al diametro de
la célula mas capsula. El rango de actividad esta catalogado como negativo (PZ=
1), bajo (PZ= 0,7 — 0,99), medio (PZ= 0,5 - 0,69) y alto (PZ= <0,5) (Leone and
Cabeli 1999).

Anadlisis estadistico: evaluacibn de los supuestos del error: normalidad,
empleando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; y homogenidad de
varianzas, mediante el estadistico de Levene. Prueba T a dos colas y analisis de
varianza de los indices PZ obtenidos, mediante pruebas no paramétricas,
empleando el test de Kruskal Wallis (Anexo 17). Analisis llevado a cabo en SPSS
16,0.

e Determinacion de la actividad de fosfolipasas extracelulares:

Se utilizé la misma metodologia empleada en la deteccion de actividad proteolitica
extracelular, empleando agar Sabouraud suplementado con yema de huevo
(Anexo 4), en vez de agar YCB suplementado (Margaret and Price 1982; Cox,
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McDade et al. 2001). El aislamiento empleado como control fue C. neoformans
var. grubii HO058-1-550 (actividad media), el cual pertenece a la coleccion del
Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud (anexo 15).

Interpretacion: Se evidencio la actividad de la fosfolipasa extracelular mediante
halos de precipitado. La determinacion de la actividad de la fosfolipasa se hizo
mediante un valor PZ, calculado y medido dentro de un rango igual al de la prueba
de deteccién de actividad proteolitica extracelular (Margaret and Price 1982; Cox,
McDade et al. 2001; Lizarazo, Mendoza et al. 2002).

Analisis estadistico: evaluacion de los supuestos del error: normalidad,
empleando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; y homogenidad de
varianzas, mediante el estadistico de Levene. Prueba T a dos colas, analisis de
varianza a una via (ANOVA) y comparaciones multiples de los indice PZ
obtenidos, mediante las pruebas de Scheffe y Tukey (Anexo 17). Andlisis llevado a
cabo en SPSS 16,0.

e Determinacion de la actividad de la enzima ureasa.

Esta metodologia permitié determinar de forma indirecta la actividad de la enzima
ureasa, mediante un incremento en el pH que produce un cambio de color de
amarillo a rosa brillante en el medio liquido urea de Christensen, evidenciando asi
la conversion de urea a amonio (Kwon-Chung, Wickes et al. 1987; Torres,
Alvarado et al. 2008).

Se partioé de un inéculo sembrado en agar Sabouraud durante 48 horas a 27 °C. A
partir del cual se realiz6 una suspension en solucion salina tamponada con fosfato
(pH=7) ajustando a una concentracién de 10° UFC/ml; se tomaron 100 pl de la
suspension y se inocularon en 3 ml de caldo urea de Christensen. Se realiz6 una
incubacion a 37 °C durante 144 horas, en donde se hicieron mediciones de la
actividad enzimética mediante espectrofotometria a 550 nm, a las 0, 24, 72, 96,
120 y 144 horas, en placas de 96 micropozos empleando un lector de Elisa
(Beckman). Los procedimientos se realizaron por triplicado, ademas se conté con
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un control de crecimiento y una curva patron llevada a cabo con una unidad de
enzima ureasa comercial (Torres, Alvarado et al. 2008).

Analisis estadistico: evaluacion de los supuestos del error: normalidad,
empleando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; y homogenidad de
varianzas, mediante el estadistico de Levene. Andlisis de varianza mediante
pruebas no paramétricas, empleando el test de Kruskal Wallis; y la prueba de
Mann Whitney, para la comparacion por parejas de las absorvancias obtenidas
para cada uno de los aislamientos (tratamientos) evaluados (Anexo 17). Andlisis
llevado a cabo en SPSS 16,0.

2. Prueba de virulencia en ratones:

La prueba de virulencia para cada uno de los aislamientos evaluados, se llevo a
cabo mediante un modelo murino, empleando ratones hembras de raza BALBI/c,
de 5 semanas de edad, con un peso entre 16 - 20 g, suministrados por la
Corporacion para Investigaciones Biologicas (CIB). La inoculacion de los ratones
se realizé con 100 ul de una suspension del aislamiento, ajustada a una
concentracién de 5 x 10° cél/ml, via intravenosa (vena caudal) (Escandén 2009), y
la virulencia se evalué mediante supervivencia de los animales y diseminacion a
organos (pulmon, bazo, cerebro) de los aislamientos evaluados. Los aislamientos
tanto colombianos como canadienses empleados en esta prueba, fueron aquellos
que mostraron una mayor diferencia estadisticamente significativa en la expresion
de factores asociados con la virulencia, escogiendo asi, los aislamientos con
mayor y menor expresion de los factores de virulencia evaluados. Para este
ensayo, se inocularon 5 ratones para estudio histopatolégico y 5 ratones para
estudio de supervivencia, por cada aislamiento a evaluar. Como controles
negativos del ensayo, se emplearon ratones inoculados con solucion salina esteéril
al 0,85% y como control positivo se empleo el aislamiento de C. neoformans
HO058-1-2524. Para el estudio histopatoldgico, se le practicé eutanasia con CO,
cada 15 dias, a uno de los 10 ratones inoculados con cada aislamiento evaluado.
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Posteriormente, se realiz6 la necropsia de cada raton, extrayendo cerebro, pulmén
y bazo, los cuales éran depositados en frascos ambar con 10 ml de formaldehido
al 10 %, para ser enviados al Grupo de Patologia de INS.

El ensayo tuvo una duracion de 70 dias, con observacién diaria y registro de
muertes presentadas; una vez transcurrido el tiempo del ensayo, los animales
sobrevivientes fueron sacrificados por eutanasia con CO, (Franzot, Mukherjee et
al. 1998; Escand6n 2009). La prueba fue evaluada segun el porcentaje de
supervivencia; también se evalu6 diseminacion de érganos por recuento de UFC/g
de 6rgano sobre agar Sabouraud (Kwon-Chung, Edman et al. 1992). Los 6rganos
evaluados fueron: cerebro, pulmoén y bazo. Durante el ensayo, los animales fueron
mantenidos en el cuarto de alta seguridad del bioterio del Instituto Nacional de
Salud, bajo las normas de bioseguridad establecidas en el reglamento del bioterio
(Huérfano, Cepero et al. 2003; Escandon, 2009).

Andlisis estadistico: evaluacibn de los supuestos del error: normalidad,
empleando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk; y homogenidad de
varianzas, mediante el estadistico de Levene. ANOVA a una via analizando los 33
aislamientos evaluados como un solo grupo, realizando posteriormente,
comparaciones multiples no planeadas (Anexo 17). Pruebas realizadas en SPSS
16,0.

3.1 CONSIDERACIONES ETICAS

La manipulacion de los animales de laboratorio se rigi6 por las normas
establecidas en la Resolucion N° 008430 de 1993 (4 de octubre de 1993) del
Ministerio de Salud de la Republica de Colombia, en la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, que
en su Titulo V, articulos 87 a 94, reglamenta la investigacion biomédica con
animales.
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Los animales fueron mantenidos en condiciones adecuadas segun las
recomendaciones nacionales (Ley 84 de 1989, resoluciéon N° 8430 de 1993) e
internacionales (Consejo de las Comunidades Europeas y del Concilio Canadiense
sobre el cuidado de animales), consignadas en el protocolo para uso de animales
del INS y las normas de bioseguridad para el manejo de animales del Grupo de

Microbiologia.

Para las muestras clinicas y las muestras obtenidas a partir de animales, se conto
con un consentimiento previo de las personas implicadas.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 OBJETIVO ESPECIFICO 1. Realizar muestreos ambientales y veterinarios en
la ciudad de Cucuta, Colombia, con el fin de recuperar C. gattii, serotipo B.

Se realizaron 3 muestreos ambientales preliminares en Cucuta, en los meses de
enero, mayo y agosto de 2008, con el propésito de muestrear en diferentes
épocas del afio, y asi aumentar la posibilidad de recuperacion de C. gattii serotipo
B. Posteriormente, en los lugares donde se recuperaron aislamientos
correspondientes al complejo C. neoformans/C. gattii, se realizaron muestreos
mensuales en los que se tuvo en cuenta el género de arboles muestreados (Anexo
2). También se muestrearon los alrededores de las casas de algunos pacientes,
cuya direccion estaba consignada en la histéria clinica, sin lograr obtener
aislamientos pertenecientes al complejo C. neoformans/C. gattii. Los sitios a partir
de los cuales se tomaron las muestras ambientales en cada uno de los muestreos
y los datos climéticos reportados por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales de Colombia (IDEAM) en los dias de muestreo son
presentados en el anexo 2 y 3. El nimero de arboles muestreados, niumero de
muestras procesadas y el total de aislamientos del complejo C.neoformans/C.
gattii recuperados se presentan en la tabla 4. Las especies de arboles de los
cuales se obtuvieron las muestras ambientales, corresponden a las especies
Terminalia catappa (almendros), Licania tomentosa (oiti) y Ficus spp.

Tabla 4. Numero de arboles muestreado, muestras procesadas y aislamientos
ambientales de C. gattii serotipo B recuperados en la ciudad de Cucuta.

NO

Arboles muestreados 3612

Muestras procesadas (suelo, hojas y detritos) | 4361

Aislamientos de C. gattii serotipo B 1
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De las muestras ambientales procesadas se logré recuperar un aislamiento de C.

gattii serotipo B y cinco aislamientos mas, pertenecientes al complejo C.

neoformans/C. gattii (3 serotipo A y 2 serotipo C) (tabla 5). Algunas de las colonias

caracteristicas de C. neoformans (color café oscuro), recuperadas en medio

selectivo guizotia se observan en la figura 4.

Este es el tercer estudio ambiental reportado en Colombia llevado a cabo en la
ciudad de Cucuta (Ordofiez, Rodriguez et al. 1997; Callejas, Ordofiez et al. 1998),
y el primer estudio donde se reporta un aislamiento de C. gattii serotipo B

recuperado a partir de muestras ambientales en esta ciudad.

Tabla 5. Aislamientos pertenecientes al complejo C. neoformans/C.

recuperados a partir del muestreo ambiental en la ciudad de Cucuta.

Fecha/Condiciones

Aislamiento Zona Fuente Serotipo climaticas

1 San A Enero 23 2008/ 29 °C,

Eduardo ND HR 69%
2 B

Zona La Mayo 07 2008/ 28 °C, HR
3 Libertad  Ficus sp. C 72%

Estadio Mayo 07 2008/ 28 °C, HR
4 General Ficus sp. C 2%

Santader

Estadio Mayo 07 2008/ 28 °C, HR
5 General Ficus sp. A 72%

Santader

Estadio Agosto 21 2008/ 28 °C,
6 General Ficus sp. A HR 65%

Santader

ND: no determinado

gattii,
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Figura 4. Colonias caracteristicas de aislamientos del complejo C. neoformans/C.

gattii en medio selectivo Agar semillas de Guizottia.

C. gattii serotipo B ha sido relacionado con diferentes especies de arboles, propios
de regiones tropicales y subtropicales, a partir de los cuales la infeccion es
adquirida por inhalacién de propagulos presentes en detritos de estos arboles,
razén por la cual, la importancia del estudio ecolégico de este hongo (Ellis and
Pfeiffer 1990; Casadevall and Perfect 1998). El habitat de este hongo hasta 1990
era aun desconocido, hasta que fue recuperado del ambiente por primera vez en
Australia, en estudios realizados por Ellis y Pfeiffer, quienes plantearon la hipotesis
gue la distribucion de casos causados por el serotipo B, esta relacionada con la
distribucién global de algunas especies de eucaliptos (Ellis and Pfeiffer 1990;
Sorrell and Ellis 1997). Esto también ha sido descrito en otros estudios donde se
ha establecido que el serotipo B se encuentra asociado principalmente con detritos
de especies de eucaliptos en Argentina (Davel, Abrantes et al. 2003), México
(Pfeiffer and Ellis 1991), California, Papua, Nueva Guinea, Italia e India (Ellis and
Pfeiffer 1990; Pfeiffer and Ellis 1991; Montagna, Viviani et al. 1997; Sorrell 2001); y
a partir de otro tipo de arboles como oities y acacias en Brasil (Lazera, Nishikawa
et al. 1998; Lazera, Salmito et al. 2000). El serotipo C se ha reportado a partir de
detritos de almendros (Terminalia cattapa) en Colombia (Callejas, Ordofiez et al.
1998; Quintero, Castafieda et al. 2005) y Puerto Rico (Ruiz, Vélez et al. 1989).
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En Colombia, el primer reporte de C. gattii serotipo B fue recuperado a partir de
detritos de Eucalyptus spp. en el departamento de Cundinamarca, teniendo una
tasa de recuperacion del 27,5% (Escandon, Quintero et al. 2005). Otro estudio
realizado en Cundinamarca, en donde se tamaron muestras ambientales a partir
de excrementos de paloma, Eucalyptus calmadulensis y especies afines, y
almendros (Terminalia cattapa), se logr6 aislar C. gattii en el 10% de las muestras
positivas, siendo aislado Gnicamente en detritos de Eucalyptus (Quintero,
Castafeda et al. 2005). En un estudio llevado a cabo en Bogota, se aisld C. gattii
serotipo B en el 99% de las muestras positivas para Cryptococcus, tomadas a
partir de plantas, siendo el genero Eucalyptus, el tipo de planta a partir de la cual
se recuper6 un mayor porcentaje de C. gattii serotipo B (Granados and Castafieda
2005). En la ciudad de Cucuta, en un estudio anterior se tratd de establecer la
fuente ambiental de C. gattii serotipo B, debido a la alta frecuencia de casos
clinicos por causa de este serotipo en esta ciudad. En ese estudio se recolectaron
1736 muestras a partir de detritos de Eucalyptus, Moquilia (oiti), Delonix (acacia) y
Terminalia (almendros) y material vegetal alrededor de estos, por un periodo de 11
meses, recuperando 40 aislamientos de C. neoformans var. neoformans (Ordoiiez,
Rodriguez et al. 1997), mostrando una tasa de recuperacion de aislamientos del
complejo C. neoformans/C. gattii del 2,3 x 10°%. En la continuacién de este
estudio se recuperaron dos aislamientos de C. gattii serotipo C en dos de 68
arboles de almendro muestreados; sin embargo, en ninguno de estos dos estudios
se pudo recuperar aislamientos de C. gattii serotipo B (Callejas, Ordofiez et al.
1998).

En el presente estudio, a partir de 4361 muestras de detritos de arboles, se
recuperaron 6 aislamientos pertenecientes al complejo C. neoformans/C. gattii
(tabla 5) (tasa de recuperacién de 1,3 x 107), de los cuales, un aislamiento
corresponde a C. gattii serotipo B (tasa de recuperacién de 2,2 X 10™), haciéndose
evidente la baja tasa de recuperacion del serotipo B a partir del ambiente en la
ciudad de Cdcuta, datos contrastantes a lo reportado en estudios similares en
Vancouver, donde C. gattii es recuperado ampliamente, debido su la alta densidad
de poblacion en el ambiente (Kidd, Bach et al. 2007).
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El aislamiento serotipo B recuperado en Cucuta, fue recuperado en la zona San
Eduardo, razén por la cual, se realizaron mensualmente muestreos posteriores en
esta misma zona, sin poder recuperar nuevamente este serotipo de este mismo
sitio de muestreo. En otros estudios, como el estudio realizado en Cundinamarca,
debido a la alta densidad de la poblacion de C. gattii en la zona de muestreo, se
logré la recuperacion del hongo durante un periodo de un mes y medio de
recoleccion de muestras (Escanddn, Quintero et al. 2005); sin embargo, luego de
este periodo de muestreo, no se volvié a recuperar el hongo a partir de muestras
ambientales en esta zona (Comunicacién personal: Escanddén, P; Grupo de
Microbiologia-INS). En uno de los dos estudios ambientales previos realizados en
Cdcuta, en el que se aislé C. gattii serotipo C a partir de almendros, se logro
establecer que esta especie era capaz de permanecer en una determinada area
por largos periodos de tiempo (26 meses de estudio); permitiendo evidenciar una
importante asociacion de almendros como planta intermediaria en el ambiente y
posible fuente de infeccion para C. gattii (Castafieda, Huérfano et al. 2001).

Cinco de los seis aislamientos recuperados del complejo C. neoformans/C. gattii
fueron aislados de arboles del género Ficus spp., género de arbol del cual ya
existen reportes previos de aislamientos de este tipo en Colombia (Granados and
Castafnieda 2005). Es importante resaltar que el genero Ficus ha sido asociado a
C. gattii en otros estudios a nivel mundial (Lazera, Nishikawa et al. 1998; Kidd,
Chow et al. 2007). Al aislamiento C. gattii serotipo B recuperado, no se le pudo
determinar con exactitud el tipo de arbol al que estaba asociado, debido a que
este aislamiento se recuperdé en un muestreo de tipo exploratorio y no se hizo
mayor énfasis en el tipo de arboles sino los sitios muestreados, sin embargo, se
conoce que esta zona presenta arboles de Ficus y Terminalia cattapa (Almendro),
principalmente. También es de interés resaltar que las zonas en donde se
recupero los aislamientos fueron la zona de los alrededores del Estadio General
Santander, donde se recuperaron dos aislamientos de C. neoformans serotipo A
(var. grubii) y un aislamiento de C. gattii serotipo C; la zona La Libertad, lugar
donde se recupero el segundo aislamiento de C. gattii serotipo C; y la zona San
Eduardo, a partir de la cual se recupero el tercer aislamiento de C. neoformans
serotipo A (var. grubii) y el aislamiento de C. gattii serotipo B. La temperatura
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promedio en los meses de muestreo oscilo entre 26,9 °C y 28,6 °C; y la humedad
relativa estuvo entre 62,2% vy 70,5 %.

Los serotipos de los aislamientos ambientales recuperados en este estudio y las
temperaturas reportadas durante los muestreos, es un resultado concordante con
lo observado en el estudio retrospectivo realizado por Granados en el 2006
(Granados and Castafieda 2006), donde presenta la correlacion observada entre
aislamientos de los diferentes serotipos del complejo C. neoformans/C. gattii
recuperados a partir del ambiente y las condiciones climaticas reportadas en
Colombia, durante muestreos ambientales llevados a cabo en diferentes estudios
durante un periodo de 12 afos (1992-2004). En ese estudio retrospectivo se
sugiere que en las épocas del afio caracterizadas por una alta precipitacion y
humedad, pocas horas de sol, bajas temperaturas y poca fluctuacion de
temperatura, favorecen la ocurrencia de C. gattii serotipo B asociada a arboles
(Granados and Castafieda 2005; Granados and Castafieda 2006). Por el contrario,
C. neoformans var. grubii serotipo A y C. gattii serotipo C, se ven favorecidos en
épocas secas del afio, determinadas por valores bajos de humedad, altas
temperaturas, poca precipitacion, periodos largos de sol y cambios extremos de
temperatura, lo cual sugiere que C. neoformans var. grubii y C. gattii serotipo C,
son mas termotolerantes que C. gattii serotipo B (Granados and Castafieda 2005;
Granados and Castafieda 2006). Resultados similares fueron reportados en un
estudio en la India, donde la densidad de la poblacién de C. gattii decrecié durante
las altas temperaturas registradas en verano, en comparacion con los niveles de
C. gattii vistos durante primavera (Randhawa, Kowshik et al. 2003). Otros estudios
reportan, como las condiciones de sequia favorecen la recuperacion de C.
neoformans var. grubii a partir de excretas de ave (Caisedo, Alvarez et al. 1999;
Montenegro and Paula 2000; Kuroki, Phichaichumpon et al. 2004; Granados and
Castafieda 2005). Todos estos estudios difieren a lo encontrado en nuestro
estudio y a lo reportado en Vancouver (Kidd, Chow et al. 2007) y todo el occidente
de norteamérica (Datta, Bartlett et al. 2009) donde se encontr6 una mayor
recuperacion de C. gattii a partir del ambiente en épocas secas y de temperaturas
altas.
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Cdcuta se caracteriza por se una ciudad de altas temperaturas, lo cual, segun
estudios antes mencionados, podria ser el factor que favorecio la recuperacion de
aislamientos ambientales de C. neoformans var. grubii (serotipo A) y C. gattii
serotipo C; a pesar de esto, en este estudio se obtuvo una tasa de recuperacion
baja (6,7 x 10* y 4,5 x 10™ respectivamente) en comparacién con otros estudios
(Granados and Castafieda 2006). En cuanto a la humedad, esta ciudad presenta
una humedad relativa alta (alrededor del 80%), sin embargo, la alta temperatura y
los largos periodos de radiacién solar, pudieron llegar a ser factores determinantes
y responsables de haber obtenido un solo aislamiento de C. gattii serotipo B.

Todos estos estudios en conjunto muestran que algunos factores tanto bioticos
como abidticos, tales como pH, humedad, temperatura, radiacion solar, entre
otros, pueden estar jugando un papel muy importante en su distribucion geografica
y la ecologia de C. gattii ,y a su vez, de todo el complejo C. neoformans/C. gattii
(Casadevall and Perfect 1998; Caisedo, Alvarez et al. 1999; Montenegro and
Paula 2000; Kuroki, Phichaichumpon et al. 2004; Granados and Castafieda 2005;
Granados and Castafieda 2006). Sin embargo son pocos los estudios enfocados a
estudiar los requerimientos ambientales de los diferentes serotipos del complejo C.
neoformans/C. gattii (Granados and Castafieda 2006).

En las dltimas dos décadas, la mayoria de aislamientos de C. gattii serotipo B
reportados en Colombia, corresponden a aislamientos clinicos procedentes de la
ciudad de Cucuta. Esto fue determinado en un estudio a partir de 163 aislamientos
clinicos recuperados desde el afio 1972, donde 92,6% correspondia a la variedad
neoformas (serotipos Ay D), y el 7,4% correspondia a C. gattii (serotipos B y C)
(Ordofiez and Castafileda 1994; Lizarazo, Rodriguez et al. 1995; Ordofiez,
Rodriguez et al. 1997). Esta marcada tendencia, hace mas de una década,
indicaba que 11/18 aislamientos de C. gattii serotipo B reportados en Colombia,
provenian de Cucuta (Ordofiez and Castafieda 1994; Ordofiez, Rodriguez et al.
1997) y que 7/11 casos de criptococosis en esta region era causada por el
serotipo B, es decir que el 63% de los casos de criptococosis en pacientes sin
sida, eran ocasionados por este serotipo (Lizarazo, Rodriguez et al. 1995). Lo
anterior indica que pese a los esfuerzos realizados en este estudio y estudios
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anteriores, aun no se tiene clara la fuente ambiental y la forma en que los
pacientes reportados en esta ciudad, han adquirido la infeccion por C. gattii
serotipo B. También es necesario hacer hincapié que la prevalencia de las
especies del complejo C. neoformans/C. gattii en arboles en Colombia es de 2,6%
aproximadamente (Granados and Castafieda 2006), la cual es un prevalencia baja
de acuerdo a lo reportado en otras regiones (Randhawa, Kowshik et al. 2003;
Randhawa, Kowshik et al. 2005; Soares, Paula et al. 2005).

Es necesario resaltar que también fueron tomadas muestras ambientales a los
alrededores de casas de pacientes que han presentado criptococosis y que
residen en Cucuta, esta informacion fue suministrada por el Hospital Universitario
Erasmo Meoz; sin embargo, no se recuperd ningun aislamiento perteneciente al
complejo C. neoformans / C. gattii, indicando que la fuente de infeccidon de estos
pacientes ya no esta presente en el ambiente en los alrededores de donde radican
los pacientes, o simplemente, que la fuente de infeccion pudo llegar a ser
adquirida en otras areas de Culcuta o en otras zonas del pais.

En cuanto a las muestras veterinarias recolectadas en la ciudad de Cucuta, fueron
procesadas 148 muestras durante un periodo de 18 meses, a partir de las cuales
no se lograron recuperar aislamientos pertenecientes al complejo C.
neoformans/C. gattii. Ante estos resultados es necesario tener en cuenta que la
criptococosis en animales es una micosis esporddica y poco frecuente en
animales domésticos (Castell4, Abarca et al. 2008). Sin embargo, a partir del brote
de Vancouver a causa de C. gattii, en diferentes especies de mamiferos,
incluyendo perros (Edmond, Byrnes et al. 2009), e incluso ardillas presentes en
Vancouver y zonas aledafas, se ha logrado el aislamiento de C. gattii a partir de
muestras nasales (Duncan, Schwantje et al. 2006).

Aunque el agente etiolégico mas frecuente en animales que padecen de
criptococosis es C. neoformans, también se han reportado algunos casos por C.
gattii en distintas especies de animales. A diferencia de otras micosis oportunistas
en animales, la criptococosis es mas frecuente en gatos que en perros y que en
otras especies animales (Castella, Abarca et al. 2008), razon por la cual se centré
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en este estudio la toma de muestras en este tipo de animales. Se conoce que la
infeccion se origina en la cavidad nasal luego de la inhalacion de propagulos del
hongo. En animales domeésticos como caballos, ovejas y cabras, suele afectar el
sistema respiratorio (Sallés, Marco et al. 1998; Kidd, Hagen et al. 2004); también
se han descrito casos en animales salvajes como koalas (Krockenberger, Canfield
et al. 2002; Krockenberger, Canfield et al. 2003), anacondas (McNamara, Cook et
al. 1994), hurones, marsopas y llamas (Stephen, Lester et al. 2002), con
manifestaciones clinicas variadas, pero predominantemente afeccién a nivel
respiratorio y a nivel de sistema nervioso central.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO 2. Establecer los patrones moleculares de los
aislamientos de C. gattii serotipo B recuperados a partir de muestras clinicas,
ambientales y de animales, mediante RFLP del gen URAS.

En éste estudio, como producto de la recoleccion de muestras ambientales
realizada en la ciudad de Cuacuta se logré recuperar un aislamiento de C. gattii
serotipo B, y a partir de la coleccién del Grupo de Microbiologia del Instituto
Nacional de Salud (INS), se obtuvieron 18 aislamientos clinicos de C. gattii
serotipo B procedentes de esta misma ciudad, recolectados durante un periodo de
15 afios (1993-2008). A estos 19 aislamientos se les determiné el patron molecular
mediante RFLP del gen URAS, seleccionando aquellos que presentaran patrén
molecular VGII, el cual es el mismo patron molecular que presentan los
aislamientos procedentes del brote de Vancouver (a estos aislamientos se les
confirmo en el laboratorio el patréon molecular). La determinaciéon del patron
molecular a partir de un fragmento de 779 pb correspondiente al gen URA5, ha
sido una técnica molecular ampliamente utilizada en estudios epidemiolégicos de
los miembros del complejo C. neoformans/C. gattii, mostrando una gran
discriminacion ente los ocho patrones moleculares reportados, C. neoformans
(VNI — VNIV) y C. gattii (VGI — VGIV) (Meyer, Castafieda et al. 2003; Kidd, Guo et
al. 2005; MacDougall and Fyfe 2006).
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Como resultado se obtuvo que el aislamiento de C. gattii serotipo B recuperado en
Cdcuta durante el muestreo ambiental, presento el patron molecular VGI (Figura
5), razon por la cual no se incluyo en el estudio. Este resultado deja aun planteada
la incognita con respecto a la fuente ambiental que ha venido mediando la
generacion de un alto numero de casos clinicos de criptococosis reportados en
Cdcuta, por causa de C. gattii serotipo B patron VGIlI (77% de los casos
reportados en Colombia) (Castafieda, Huérfano et al. 2001; Huérfano, Cepero et
al. 2003; Lizarazo, Linares et al. 2005; Lizarazo, Linares et al. 2007). Es
importante tener en cuenta que el hecho de no haber recuperado C. gattii patron
molecular VGII a partir del ambiente, no quiere decir que no se encuentre presente
en el ambiente, dado que es posible que la técnica empleada no este brindando
las condiciones necesarias para la recuperacion de colonias in vitro. Por otro lado,
es relevante al momento de conciderar una posible fuente de infeccion, factores
socioecondmicos que pueden influir en una constante migracion de la poblacion,
dificultando asi, la identificacion de la fuente ambiental de la cual estan
adquiriendo la infeccidn los pacientes inmunocompetentes reportados en Cucuta.

MP 50 pb

MP 50 pb
R Al Amblantal (VGI)

I WM 179 (VGI)
L WM 178 (VaIl)
bl WM 181 (VGIIT)
CI WM 778 (VaIV)

~

o
-
-
-
el
-
-
-

Figura 5. RFLP del gen URAS5 del aislamiento ambiental de C. gattii serotipo B
recuperado en el muestreo ambiental llevado a cabo en la ciudad de Cucuta.
Lineas 1 y 7: marcador de peso de 50 pb; lineas 2 a la 5: patrones moleculares
VGI a VGIV; linea 6: aislamiento ambiental de C. gattii serotipo B patrén molecular
VGI recuperado en Cucuta. Los productos de restriccion fueron corridos en un gel
al 2,5% de agarosa, a 80 voltios, durante 3,5 horas.

51




Resultados similares fueron observados en el estudio reportado por McDougall en
British Columbia (BC) y en el noroeste de Estados Unidos, donde mediante MSLT
se determind que los aislamientos clinicos de C. gattii VGII procedentes de
Oregon eran distintos a los aislamientos ambientales procedentes de este mismo
estado, y a su vez distintos a los aislamientos clinicos y ambientales de BC y
Vancouver, haciendo evidente la no existencia de una relacién epidemioldgica.
También, mediante una comparacién por BLAST de las regiones secuenciadas
para MLST con el Genbank, se determiné que estos aislamientos de C. gattii
procedentes de Oregon, eran genéticamente Unicos, planteando como
desconocida la fuente a partir de la cual adquirieron la infeccion los pacientes a
partir de los cuales se recuperaron estos aislamientos (MacDougall, Kidd et al.
2007).

El patron molecular VGI, sin embargo, también ha sido reportado como causante
de casos de criptococosis en humanos en el estado de Carolina del Norte en
Estados Unidos (Edmond, Byrnes et al. 2009), en humanos y animales en
Vancouver (Kidd, Hagen et al. 2004), y en BC y en el noroeste de Estados Unidos
(MacDougall, Kidd et al. 2007). Los tres aislamientos ambientales de C.
neoformans (serotipo A) recuperados en el muestreo ambiental, mostraron patrén
molecular VNI, y los dos aislamientos de C. gattii (serotipo C) presentaron patrén

molecular VGIII.

En cuanto a los aislamientos clinicos de C. gattii serotipo B procedentes de Cucuta
y pertenecientes a la coleccion del Grupo de Microbiologia del INS, se logro
determinar que 13 de los 18 aislamientos evaluados presentan patron molecular
VGII (72,2 %) (Figura 6). Estos resultados muestran que en Clcuta existe un alto
porcentaje de aislamientos clinicos de C. gattii patron molecular VGII, lo cual
concuerda con un estudio previo realizado en Colombia, donde se evalud la
prevalencia de los diferentes patrones moleculares en aislamietos de C.
neoformans y C. gattii, estableciendo que de 13 aislamientos clinicos de C. gattii

patron molecular VGII, procedentes de Bogota, Cali, Cacuta, Cundinamarca y
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Medellin, 7 (53,8 %) provenian de Cucuta (Escanddn, Sanchez et al. 2006). Es
importante resaltar que diferentes estudios han establecido que el patrén
molecular VGII presenta una alta prevalencia en Colombia e Iberoamérica (Meyer,

Castarieda et al. 2003; Escandon, Sanchez et al. 2006; Sanchez, Escandoén et al.

2008).
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Figura 6. RFLP del gen URAS5 de los 13 aislamientos clinicos colombianos de C.
gattii serotipo B que presentaron patron molecular VGII. Linea 1: marcador de
peso de 50 pb; lineas 2 - 5: patrones moleculares VGI a VGIV; lineas 6 - 18:
aislamientos clinicos colombianos de C. gattii serotipo B patrén molecular VGII.
Los productos de restriccion fueron corridos en un gel al 2,5% de agarosa, a 80

voltios, durante 3,5 horas.

Los 13 aislamientos clinicos colombianos patron VGII determinados en el presente
estudio, fueron los aislamientos a comparar genética y fenotipicamente con los 20

aislamientos procedentes del brote de Vancouver.

A nivel mundial, los genotipos predominantes son VNI y VGI, correspondientes a
C. neoformans var. grubii y C. gattii, respectivamente (Meyer, Marszewska et al.
1999; Meyer, Castafieda et al. 2003). En pacientes con sida, la mayoria de
aislamientos recuperados corresponden a C. neoformans var. grubii (VNI) y C.
neoformans var. neoformans (VNIV) (Ellis, Marriott et al. 2000; Meyer, Castafieda
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et al. 2003). El alto numero de casos clinicos asociados al patron molecular VNI,
hacen de C. neoformans var. grubii, la causa mas frecuente de criptococosis
alrededor del mundo (Mitchell and Perfect 1995; Casadevall and Perfect 1998;
Meyer, Marszewska et al. 1999; Ellis, Marriott et al. 2000; Meyer, Castafieda et al.
2003; Escandon, Sanchez et al. 2006). Sin embargo, los casos de criptococosis en
pacientes inmunocompetentes, asociados al patrén molecular VGII, ha venido en
aumento a partir de la epidemia reportada en la isla de Vancouver (Kidd, Hagen et
al. 2004; Kidd, Guo et al. 2005; Escandén, Sanchez et al. 2006; MacDougall and
Fyfe 2006; Lin, Litvintseva et al. 2007; MacDougall, Kidd et al. 2007).

4.3 OBJETIVO ESPECIFICO 3. Analizar la relaciébn genética entre los
aislamientos de C. gattii serotipo B - patron molecular VGII colombianos y
aguellos causantes de la epidemia en Vancouver, Canada mediante la técnica
PCR-Huella digital.

1. PCR-Huella digital

Con el propésito de mejorar la calidad de las bandas obtenidas mediante la PCR-
Huella digital empleando los iniciadores M13, segun el protocolo reportado en
otros estudios (Meyer, Mitchell et al. 1993; Meyer, Marszewska et al. 1999) y
estandarizado en el Grupo de Microbiologia del INS (Escandén, Sanchez et al.
2006), se evaluo la adicion de dos marcas distintas de BSA (100X) a la master mix
(New England Biolabs y PROMEGA), con el fin de brindar proteccion a la taq
polimerasa empleada, mejorando la eficiencia de ésta. Adicionalmente, también se
evaluaron dos marcas de dNTP’s, Pharmacia Biotech y PROMEGA, a la misma
concentracion del protocolo estandarizado anteriormente en el Grupo de
Microbiologia (20 mM), con el fin de obtener mejores amplificados. Estos dos
ensayos se realizaron simultaneamente mediante un analisis factorial, obteniendo
cuatro combianciones de reactivos (tratamientos) a evaluar. Como resultado se
obtuvo que al emplear BSA New England Biolabs y dNTP's PROMEGA
(tratamiento 3) se obtiene una mejor calidad de las bandas amplificadas (Figura 7)
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y a la vez se obtiene el mismo numero de bandas descritas en otros estudios
(Meyer, Marszewska et al. 1999).

2 Tratamiento 1 Tratamlento 2 Tratamlento 3 Tratamiento 4
€  BSAPromega B5A Promege BSANew England  DBoA New England
- dNTP's Pharmacia - dNTP's Pharmacia
dNTP's P dNTP's Prome
S iz Blotech 6 Blotech

{-) (-} = (-) (-}

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 1819 20

Figura 7. PCR Huella digital con el iniciador M13 de los aislamientos control de C.
gattii (VGI a VGIV). Evaluacion de 4 tratamientos producto de la mezcla de dos
marcas de BSA y dNTP’s. Linea 1: marcador de peso de 50 pb; lineas 2 - 5:
aislamientos control amplificados con el tratamiento 1 [BSA Promega (100X) +
dNTP’s Promega (20 mM)]; lineas 7 - 10: aislamientos control amplificados con el
tratamiento 2 [BSA Promega (100X) + dNTP’s Pharmacia Biotech (20 mM)]; lineas
12 - 15: aislamientos control amplificados con el tratamiento 3 [BSA New England
Biolabs (100X) + dNTP’s Promega (20 mM)]; lineas 17 - 20: aislamientos control
amplificados con el tratamiento 4 [BSA New England Biolabs (100X) + dNTP’s
Pharmacia Biotech (20 mM)]; lineas 6, 11 y 16: controles negativos de PCR de
cada uno de los tratamientos evaluados. Los productos de M13 se corrieron
durante 6 horas a 80 V en un gel de agarosa al 1,4%.

Todos los aislamientos clinicos colombianos de C. gattii serotipo B — patrén
molecular VGII evaluados mediante PCR-Huella digital empleando el iniciador
M13, presentaron el subtipo molecular VGlla (Figura 8), el cual se diferencia del
VGlIb, por una sola banda de 1218 pb segun lo reportado en estudios previos
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realizados con aislamientos analizados del brote de Vancouver (Kidd, Hagen et al.
2004). Sin embargo, el aislamiento [-223 presentd una banda inespecifica a la
altura de las 1312 pb. La agrupacion de los aislamientos colombianos dentro del
subtipo VGlla también puede observarse mediante el dendrograma obtenido con
base en la similitud de los perfiles de amplificacion de la PCR Huella digital,

analizados en el programa Biolomics (Figura 9).
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Figura 8. PCR — Huella digital de los 13 aislamientos clinicos colombianos de C.
gattii serotipo B patron molecular VGII. El recuadro en rojo resalta la banda de
1280 pb que diferencia el subtipo VGlla y VGIIb. Linea 1: marcador de peso de
peso molecular; lineas 2 - 5: aislamientos control VGI a VGIV; linea 6: aislamiento
control VGlla; linea 7: aislamiento control VGIIb; lineas 8 - 20: aislamientos
clinicos colombianos de C. gattii serotipo B patron molecular VGII, los cuales
presentan el subtipo molecular VGlla. Los productos de M13 se corrieron durante

6 horas a 80 V en un gel de agarosa al 1,4%.
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Figura 9. Dendrograma de los aislamientos de Colombia y Vancouver, obtenido a
partir de los perfiles de amplificacion mediante PCR Huella digital empleando el
iniciador M13. Se utilizo el programa Biolomics empleando el coeficiente Dice y
UPGMA. Aislamientos control: VGI (INS-H0058-1-2971), VGII (INS-HO058-1-2972),
VGIIl (INS-HO0058-1-2973), VGIV (INS-H0058-1-2974); aislamientos de Vancouver
VGlla (INS-H0058-1-2975 a INS-H0058-1-2985), aislamientos de Vancouver VGIIb
(INS-HO058-1-2986 a INS-H0058-1-2994). Todos los aislamientos colombianos
estan agrupados dentro del subtipo molecular VGlla. La codificacion original de los
aislamientos de Vancouver correspondiente a la codificacién asignada dentro de la
coleccién del Grupo de Microbiologia se encuentra en el anexo13.
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El subtipo molecular de los aislamientos de referencia de C. gattii procedentes de
Vancouver, fue también determinado mediante PCR Huella digital empleando el
iniciador M13, obteniendo como resultado 11 aislamientos con patron molecular
VGlla y 9 VGIIb (Anexo 13), confirmando lo reportado en otros estudios con
respecto a estos aislamientos (Kidd, Hagen et al. 2004).

La técnica de PCR-Huella digital durante la ultima década, ha venido siendo usada
como la técnica de referencia para tipificacion y estudio epidemioldgico molecular,
a nivel global (Meyer, Mitchell et al. 1993; Meyer and Mitchell 1995; Meyer,
Marszewska et al. 1999; Meyer, Castafieda et al. 2003; Kidd, Hagen et al. 2004;
Kidd, Guo et al. 2005; Feng, Yao et al. 2008), logrando agrupar mas de un millar
de aislamientos de origen clinico y ambiental, dentro de ocho patrones
moleculares: C. neoformans (VNI — VNIV) y C. gattii (VGI — VGIV) (Meyer, Mitchell
et al. 1993; Meyer and Mitchell 1995; Meyer, Marszewska et al. 1999; Cogliati,
Allaria et al. 2000; Boekhout, Theelen et al. 2001). Actualmente, no se ha
encontrado ninguna relacién entre los serotipos y los patrones moleculares para C.
gattii (VGI al VGIV) (Viviani, Wen et al. 1997; Boekhout, Theelen et al. 2001;
Latouche, Huynh et al. 2003; Meyer, Castafieda et al. 2003; Escanddn, Sanchez et
al. 2006).

2. RFLP URA5 empleando las enzimas de restriccion (Hha l, Dde |, BsrG I)

Otra de las técnicas empleadas para confirmar el subtipo molecular fue RFLP de
un fragmento de 779 pb del gen URAS, que a diferencia del RFLP URA5 descrito
por Meyer y colaboradores (Meyer, Castafieda et al. 2003), emplea las enzimas de
restriccion Hha I, Dde | y BsrG | segun lo reportado en estudios realizados por
Kidd y MacDougall (Kidd, Guo et al. 2005; MacDougall, Kidd et al. 2007), en donde
se pudo discriminar eficientemente los dos subtipos moleculares del patron
molecular VGII (subtipo VGlla y VGIIb) en los aislamientos en estudio.
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Los resultados obtenidos en éste estudio, empleando el protocolo de MacDougall,
mostré una mayor discriminacion entre los aislamientos colombianos, permitiendo
determinar que tan solo 1/13 aislamientos (I-255) presenta el subtipo VGlla (Figura
10), y que los 12 aislamientos restantes presentan un mismo subtipo molecular, el
cual no es concordante con los dos subtipos previamente descritos (VGlla y
VGIIb) a partir del brote en Vancouver (Kidd, Hagen et al. 2004), planteando la
posibilidad de la existencia de un subtipo molecular propio de los aislamientos
colombianos (Figura 10 y 11). El subtipo molecular de los aislamientos
procedentes de Vancouver, incluidos en éste estudio, fue confirmado con el
objetivo de verificar la reproducibilidad de este protocolo (Figura 11 y 12),
obteniendo los mismos resultados reportados en estudios previos (Kidd, Hagen et

al. 2004; MacDougall, Kidd et al. 2007).
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Figura 10. RFLP del gen URA5 de los aislamientos colombianos (I-106 - 1-2877),
empleando las enzimas de restriccion Hha |, Dde | y BsrG I. Linea 1 y 19:
marcador de peso de 1 Kb; lineas 2 - 5: aislamientos control VGI - VGIV; linea 6:
aislamiento control VGlla; linea 7: aislamiento control VGIIb; lineas 8 - 18:
aislamientos clinicos colombianos de C. gattii. Los productos de restriccion fueron
corridos en un gel al 3% de agarosa, a 80 voltios, durante 3,5 horas.
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Figura 11. RFLP del gen URA5 de aislamientos colombianos y aislamientos
procedentes de Vancouver, empleando las enzimas de restriccion Hha |, Dde | y
BsrG I. Linea 1 y 20: marcador de peso de 1 Kb; lineas 2 - 5: aislamientos control
VGI - VGIV; linea 6: aislamiento control VGlla; linea 7: aislamiento control VGlIb;
lineas 8 - 10: aislamientos clinicos colombianos de C. gattii (1-2877, 1-239 y I-
3030); lineas 11 - 19: aislamientos de Vancouver subtipo VGlla. Los productos de
restriccion fueron corridos en un gel al 3% de agarosa, a 80 voltios, durante 3,5

horas.
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Figura 12. RFLP del gen URA5 de los aislamientos procedentes de Vancouver
empleando las enzimas de restriccion Hha |, Dde | y BsrG I. Linea 1 y 16:
marcador de peso de 1 Kb; lineas 2 - 5: aislamientos control VGI a VGIV; linea 6:
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aislamiento control VGlla; linea 7: aislamiento control VGIIb; linea 8: aislamiento
de Vancouver RB48 (VGIlla); lineas 9 - 15: aislamientos de Vancouver subtipo
VGIIb. Los productos de restriccion fueron corridos en un gel al 3% de agarosa, a
80 voltios, durante 3,5 horas.

3. Multilocus Sequence Typing (MLST)

Mediante MSLT en otros estudios, se han podido determinar genéticamente
caracteristicas epidemiologicas, que han permitido establecer diferencias entre
aislamientos subtipos VGlla y VGIIb; como lo observado por McDougall y
colaboradores, en un estudio llevado a cabo en zonas aledafias a la isla de
Vancouver, donde una vez determinada la presencia de los subtipos moleculares
VGlla, VGIIb y el patron molecular VGI, causantes de la epidemia ocurrida en
Vancouver, los resultados de MSLT expusieron diferencias en varios loci, que
permitieron determinar que tanto los aislamiento clinicos VGlla como los VGlib
recuperados en el estado de Oregbén, eran genéticamente distintos de los
aislamientos previamente caracterizados en Vancouver, mientras que los
aislamientos ambientales VGlla recuperados en otros lugares como British
Columbia y Washigton, poseian un perfil de MLST idéntico a los VGlla descritos
en Vancouver (MacDougall, Kidd et al. 2007).

En este estudio, se incluyeron para el andlisis de MLST de los aislamientos
colombianos de C. gattii VGII, los genes PBL, IGS, CAP, SOD, GPD y URA
(Fraser, Giles et al. 2005; Litvintseva, Thakur et al. 2006; MacDougall, Kidd et al.
2007; Meyer, Aanensen et al. 2009). Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con secuencias consenso de aislamientos de Vancouver subtipos
VGlla y VGIIb previamente caracterizados (ultimas dos filas de la tabla),
obteniendo como resultados que 11 de 13 aislamientos colombianos secuenciados
a la fecha, difieren en los seis loci evaluados, de los subtipos VGlla y VGlib,
previamente descritos (Kidd, Hagen et al. 2004). Sin embargo, se observé que los
aislamientos colombianos presentan similitud con el subtipo VGIIb en el locus
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CAP, para los 11 aislamientos evaluados a la fecha, y con el locus GPD en 9 de
los 11 aislamientos (Tabla 6). Estos resultados confirman lo observado mediante
RFLP URA5 empleando las enzimas de restriccion Hha |, Dde | y BsrG |, que los
aislamientos colombianos presentan un subtipo molecular Unico.

Tabla 6. MLST de los aislamientos clinicos colombianos de C. gattii serotipo B,
patron molecular VGII y dos aislamientos de Vancouver pertenecientes al patrén
molecular VGlla y VGIIb. Andlisis de la secuencia de 7 genes (URA, PBL1, LAC1,
GPD1, CAP59, IGS1y SOD1)

;(i)scllc’;\lmientos |URA5 |PLBl |LAC1 GPD1 -IG81 SOD1 |ST
HOOS58-1-106 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOOS58-1-212 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOO58-1-223 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOO58-1-239 (10 18 4 6 2 25 12 25
HOOS58-1-881 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOOS58-1-1278 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOOS58-1-1511 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOO58-1-2792 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOO58-1-2858 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOOS58-1-2877 |10 18 4 6 2 25 12 25
HOOS58-1-3030 |10 18 4 6 2 25 12 25
VGlla 7 1 4 1 1 4 14 20
VGlIb 2 2 4 6 2 10 15 7

La dltima columna (ST) muestra la secuencia tipo para cada uno de los
aislamientos colombianos y los dos subtipos VGlla y VGIIb, donde se muestra que
los aislamientos colombianos presentan una misma secuencia tipo, que a su vez
difiere a la observada para los subtipos VGlla 'y VGIIb.
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Tabla 7. Comparacion de los resultados obtenidos mediante PCR-Huella digital
(M13), RFLP del gen URA5 empleando Hha I, Dde | y BsrG |; y MLST para
aislamientos de C. gattii serotipo B, patron molecular VGII procedentes de
Vancouver y Colombia.

Subtipo molecular

Cddigo Procedencia PCR-Huella RFLP URA5
aislamiento digital (Hha I, Dde MSLT
(M13) 1 yBsrGl)
CDCR 265 Vancouver VGlla VGlla VGlla
CDCR 268 Vancouver VGlla VGlla VGlla
CDCR 406 Vancouver VGlla VGlla VGlla
CDCR 507 Vancouver VGlla VGlla VGlla
CDCR 540 Vancouver VGlla VGlla VGlla
CDCR 500 Vancouver VGlla VGlla VGlla
F 2596 Vancouver VGlla VGlla VGlla
E113 Vancouver VGlla VGlla VGlla
E 152 Vancouver VGlla VGlla VGlla
RB 48 Vancouver VGlla VGlla VGlla
RB 50 Vancouver VGlla VGlla VGlla
CDCR 272 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
ENV 133 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
ENV 129 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
RB 28 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
RB 31 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
RB 52 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
RB 57 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
RB 67 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
152A-6 Vancouver VGIIb VGIIb VGIIb
1-106 Colombia VGlla -
1-212 Colombia VGlla - -
1-223 Colombia VGlla - -
1-255 Colombia VGlla VGlla -
1-357 Colombia VGlla - -
1-881 Colombia VGlla - -
1-1278 Colombia VGlla - -
1-1511 Colombia VGlla - -
1-2792 Colombia VGlla - -
1-2858 Colombia VGlla - -
1-2877 Colombia VGlla - -
1-239 Colombia VGlla - -
1-3030 Colombia VGlla - -

(-): no se cuenta con el dato
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La técnica de PCR Huella digital empleando el iniciador M13 permitié determinar
gue los aislamientos colombianos de C. gattii VGII, pertenecian al subtipo
molecular VGlla. No obstante, mediante la técnica RFLP del gen URA5
empleando Hha I, Dde | y BsrG I, se obtuvo una mayor discriminacién al comparar
los aislamientos colombianos, permitiendo determinar que solo el aislamiento
colombiano 1-255 presentaba el subtipo VGlla (Tabla 7); sin embargo, se requiere
de la secuencia tipo obtenida mediante MSLT, para poder establecer una posible
similitud con la secuencia tipo de los aislamientos de Vancouver VGlla, y de esta
manera poder establecer la presencia de aislamientos de C. gatti VGlla,
genéticamente idénticos con los aislamientos del brote de Vancouver, para
contribuir al esclarecimiento del origen de las cepas causantes de la epidemia en
Vancouver, su posible conexion con Latinoamérica (Meyer, Castafieda et al. 2003;
Escandon, Sanchez et al. 2006), y la extensa dispersion que ha venido teniendo
este subtipo molecular en América (Kidd, Guo et al. 2005; Upton, Fraser et al.
2007; Dixit, Carroll et al. 2009; Edmond, Byrnes et al. 2009).

4.4 OBJETIVO ESPECIFICO 4. Establecer similitudes y diferencias de
crecimiento in vitro de los aislamientos de C. gattii serotipo B — patrdn
molecular VGII colombianos y los procedentes de Vancouver, bajo diferentes

condiciones de temperatura y humedad.

1. Crecimiento a diferentes condiciones de temperatura
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Cinética 15 °C Aislamientos colombianos
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Figura 13. Comparacion de crecimiento a 15 °C entre los aislamientos de C. gattii
serotipo B, patron molecular VGII colombianos y canadienses, donde se observa
un comportamiento similar en el crecimiento, caracterizado por una fase de
adaptacion prolongada. a) Seis aislamientos colombianos de C. gattii (I-106, 1-212,
[-357, 1-881, 1-1278, 1-1511 y 1-223) y siete aislamientos procedentes de Vancouver
(CDCR265, CDCR268, CDCR406, CDCR507, CDCR540, CECR500 y F2596),
tomados para ejemplificar el comportamiento de ambos grupos de aislamientos a
esta temperatura.
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Cinética 25 °C Aislamientos colombianos
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Figura 14. Comparacion de crecimiento a 25 °C entre los aislamientos de C. gattii
serotipo B, patron molecular VGII colombianos y canadienses, donde se hace
evidente un crecimiento similar, caracterizado por una corta fase de adaptacion. a)
Seis aislamientos colombianos de C. gattii (I-106, 1-212, 1-357, 1-881, 1-1278, I-
1511 y 1-223) y siete aislamientos procedentes de Vancouver (CDCR265,
CDCR268, CDCR406, CDCR507, CDCR540, CECR500 y F2596), tomados para
ejemplificar el comportamiento de ambos grupos de aislamientos a esta
temperatura.
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Cinética 37 °C Aislamientos colombianos
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Figura 15. Comparacion de crecimiento a 37 °C entre los aislamientos de C. gattii
serotipo B, patron molecular VGII colombianos y canadienses, donde se observo
en ambos grupos de aislamientos, un crecimiento menor al observado a otras
temperaturas. a) Siete aislamientos colombianos de C. gattii (I-106, 1-212, 1-357, I-
881, 1-1278, 1-1511 y 1-223) y siete aislamientos procedentes de Vancouver
(CDCR265, CDCR268, CDCR406, CDCR507, CDCR540, CECR500 y F2596),
tomados para ejemplificar el comportamiento de ambos grupos de aislamientos a
esta temperatura.
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Al comparar estadisticamente la tasa de crecimiento de los aislamientos de C.
gattii colombianos y canadienses a diferentes temperaturas, se evidencié que no
existe diferencia estadisticamente significativa de crecimiento entre los dos grupos
de aislamientos evaluados, en cada una de las temperaturas en las que se
determind crecimiento (15 °C, 25 °C y 37 °C) (Anexo 17), para lo cual y a manera
de ejemplo se graficaron algunos aislamientos tanto colombianos (n=7) como
procedentes de Vancouver (n=7) (Figuras 13, 14 y 15). Sin embargo, se estableci6
que existe diferencia en la tasa de crecimiento en cada una de las temperaturas
en las que se observd crecimiento, haciéndose evidente una fase de adaptacion
mas prolongada en ambos grupos de aislamientos a 15 °C y a 37 °C (Figuras 13y
15), en comparacion con la cinética observada a 25 °C (Figura 14). El comienzo de
la fase exponencial a 15 °C oscila entre las 24 y 48 horas, ya 37 °C inicia a las
24 horas, mientras que a 25 °C la fase exponencial se observa practicamente a
partir de la hora cero, lo cual indica una fase de adaptacion bastante corta. Por
otro lado, se determind que no existe diferencia estadisticamente significativa en el
crecimiento observado a 15 °C y a 25 °C a las 96 horas (periodo final de la fase
estacionaria), al comparar ambos grupos de aislamientos. No obstante, el
crecimiento observado a estas temperaturas fue mayor estadisticamente
comparado con el crecimiento observado a 37 °C en ambos grupos de
aislamientos (Anexo 17); sin embargo, la tasa de crecimiento observada a 37 °C
sigue representando un buen crecimiento, necesario en la colonizacion del
hospedero (Huérfano, Cepero et al. 2003).

En cuanto a las cinéticas de crecimiento a 5 °C y a 40 °C, no se evidencio
crecimiento. Sin embargo, mediante UFC/ml| se observo un estado de latencia a 5
°C a lo largo de las 96 horas evaluadas, mientras que a 40 °C se observo una
disminucién celular significativa a partir de la hora 24 (2 x 10° UFC/ml), la cual
disminuy6 proporcionalmente en el tiempo hasta la hora 96 (6 x 10° UFC/ml);
estos resultados confirman lo evidenciado en estudios previos, donde se ha

demostrado que estos microorganismos no tienen la capacidad de crecer a 40 °C,
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comportamiento similar al encontrado en los aislamientos de C. gattii evaluados en
este estudio, por esta razon este hongo no tienen la capacidad de causar
enfermedad en aves con temperaturas fisiolégicas entre 40 °C y 42°C (Caisedo,
Alvarez et al. 1999; Castella, Abarca et al. 2008; Ma and May 2009).

2. Crecimiento a diferentes condiciones de humedad.

Al evaluar la capacidad de crecimiento a diferentes porcentajes de humedad
relativa (HR), se evidencid que el crecimiento en los aislamientos de C. gattii
colombianos y de Vancouver, es directamente proporcional a la HR, resultados
determinados al observar el aumento en el diametro de las colonias (Anexo 14) a
medida que aumenta el porcentaje de HR (Figuras 16 y 17), establecida por la
proporcién de glicerol en las soluciones de HR dispuestas en cada una de las
camaras de humedad; lo cual indica desde otro punto de vista, que la tasa de
multiplicacion celular disminuye significativamente, debido a la disminucion de la
actividad metabolica a medida que disminuye la HR (Mackenzie 1971). En algunas
de las cajas se observo a parte de un crecimiento masivo, morfologia mucoide,
dada por la capacidad de switching fenotipico de cada uno de los aislamientos,
gue no permitio el conteo de las colonias (datos no mostrados).

Figura 16. Diametro de las colonias de aislamientos colombianos de C. gattii
serotipo B, patron molecular VGII, bajo diferentes condiciones de humedad relativa
(de 0% a 100%, con intervalos del 20%), donde se evidencia el aumento del
didmetro (mm) a medida que aumenta la HR.
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Figura 17. Comparacion del crecimiento a diferentes porcentajes de humedad

relativa (0% a 100% con intervalos de 20%) entre los aislamientos de C. gattii
serotipo B, patron molecular VGII

colombianos (a.) y canadienses (b.),

cuantificado mediante el diAmetro de colonias (mm) en agar Sabouraud.
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Al hacer una comparacion del crecimiento, mediante el diametro de las colonias
(mm), bajo diferentes condiciones de HR entre los aislamientos de C. gattii de
Colombia y Vancouver, no se observo diferencia estadisticamente significativa
(Anexo 17).

Los resultados obtenidos en éste ensayo muestran la capacidad de crecimiento de
los aislamientos estudiados de C. gattii, bajo condiciones minimas de HR sin
anormalidades a nivel morfoldgico de las colonias. Estudios realizados en algunos
hongos como C. albicans, muestran que éstos son susceptibles a la desecacion, y
que bajo condiciones de sequia pueden perder viabilidad rapidamente (Mackenzie
1971). Sin embrago, el genero Cryptococcus debido a la capsula polisacarida,
tiene la capacidad de retrasar notablemente el proceso de desecacion,
permitiendole la absorcidbn de agua a niveles bajos de humedad relativa. La
cantidad de liquido conservado intracelularmente, le permite en la naturaleza a
Cryptococcus adaptarse ante fluctuaciones en la humedad relativa, dadas por
cambios de temperatura en el ambiente. La muerte de C. neoformans en el
ambiente, puede ocurrir por la pérdida total de agua intracelular debido a
condiciones extremas y prolongadas de sequia (Aksenov, Babyeva et al. 1973;
Ruiz, Neilson et al. 1982). En otros estudios reportados en C. albicans, se evaluo
el efecto de la HR en las blastosporas del hongo, observando que en extremos de
HR (100% y 10%), el hongo podia mantener estable su viabilidad, sin embargo a
una HR intermedia (60%) disminuia la viabilidad significativamente. Estos
resultados en C. albicans difieren en lo observado en el presente estudio con los
aislamientos de C. gattii serotipo B, de Colombia y Vancouver, puesto que a
medida que aumenta la HR, el crecimiento de C. gattii se ve favorecido en forma
proporcional. En general la mayoria de hongos que se encuentran en el ambiente,
crecen en habitats humedos, y un alto contenido de agua en el sustrato es casi un
prerrequisito para que haya crecimiento del mismo. Para la dispersion de esporas
también es necesaria una HR cercana al 100%. Varios estudios han reportado
algunos ejemplos de hongos con capacidad patogénica en humanos que
requieren casi de forma obligada, altos porcentajes de HR. Es el caso de
Histoplasma cépsula tum, al cual se le dificulta crecer a HR inferiores a 98%
(Menges, Larsh et al. 1952; Cano and Hajjeh 2001), y Sporothrix schenckii el cual
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crece a HR >93% (Shadomy and Wang 1998). En otro estudio, artrosporas de
Coccidioides immitis mantienen una minima disminucion en viabilidad a una HR de
50%, sin embargo, a bajos porcentajes de HR y a temperatura corporal (37 °C), se
observo una marcada disminucion en la viabilidad (Berman, Friedman et al. 1956).

Es importante resaltar, que el aumento observado en el crecimiento en los
aislamientos de C. gattii (serotipo B) incluidos en éste estudio, conforme al
aumento de la HR, son resultados que concuerdan con lo reportado por Granados
y colaboradores, donde se sugiere que en el ambiente, las épocas del afio
caracterizadas por una alta precipitaciéon y humedad, pocas horas de sol y bajas
temperaturas, favorecen la ocurrencia de C. gattii serotipo B (Granados and
Castafieda 2006).

4.5 OBJETIVO ESPECIFICO 5. Comparar la virulencia y factores asociados con
la virulencia, entre aislamientos de C. gattii serotipo B — patron molecular VGII
colombianos y los aislamientos provenientes de Vancouver, Canada.

1. Comparacién de los factores asociados a la virulencia:

a. Crecimiento a 37 °C.

Al evaluar el crecimiento a 37 °C en agar Sabouraud en los 13 aislamientos
clinicos colombianos y los 20 aislamientos procedentes del brote de Vancouver de
C. gattii serotipo B patron VGII, se determind que todos los 33 aislamientos
evaluados poseen la capacidad de crecer a temperatura fisiologica (Anexo 12 y
13), lo cual es una caracteristica necesaria para la colonizacion en el hospedero, y
propia de todo microorganismo con capacidad patégena en mamiferos (Huérfano,
Cepero et al. 2003). Puesto que la habilidad para crecer a 37 °C es una
caracteristica importante para la patogenicidad de C. gattii, se han realizado
diversos estudios para determinar cual es el gen responsable del crecimiento a
esta temperatura, determinando que el gen CNA1 que codifica para la calcineurina
A, estd involucrado en la respuesta al estrés fisioldgico y es el responsable directo

de esta caracteristica fenotipica (Buchanan and Murphy 1998; Ma and May 2009).
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Estudios realizados por Odom et al, demostraron que esta caracteristica es
importante en la patogenicidad, puesto que aislamientos de C. neoformans
mutantes que no tenian el gen CNA1 crecian a 24 °C pero no sobrevivian a 37 °C,
condicion necesaria para causar patologia en el hospedero (Odom, Muir et al.
1997).

b. Tamario celular y capsular.

Al medir y comparar estadisticamente el diametro celular y capsula r (Anexo 17)
de los aislamientos colombianos de C. gattii serotipo B-patrén VGII (Anexo 12) y
los procedentes de Vancouver (Anexo 13), se pudo evidenciar que los
aislamientos colombianos presentan un mayor didmetro celular (media= 5,27 +
1,16 nm) y capsula r (media= 1,2 + 0,3 nm), a diferencia de los aislamientos de
Vancouver que presentaron un diametro celular (2,17 nm + 0,24 nm) y capsula r
(0,45 nm + 0,09 nm) mucho menor al observado en los aislamientos de Colombia.
En otro estudio en el que se determind el diametro celular y capsula r en
aislamientos de C. gattii colombianos, se reporté un diametro celular menor (3,9
nm + 1,26 nm) y un didmetro capsula r mayor (1,87 nm + 1,47 nm) al observado
en los aislamientos colombianos de C. gattii incluidos en nuestro estudio
(Sanchez, Escandon et al. 2008).

Algunas de las imagenes del diametro celular y capsula r obtenidas en algunos de

los aislamientos colombianos, se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Coloracion con tinta china de blastoconidias de aislamientos

colombianos de C. gattii serotipo B patron molecular VGII (40X).

Se ha determinado que el tamafio de la capsula es variable no sélo entre
diferentes aislamientos sino entre células de la misma cepa (Zaragoza, Rodrigues
et al. 2009); resultados que también se presentaron en la medicion tanto del
diametro capsula r como celular de los aislamientos colombianos y canadienses.
Estudios realizados han demostrado que diferentes factores pueden intervenir en
el tamafio de la cdpsula , como la fuente de carbono y la ausencia o presencia de
aminoacidos y vitaminas en el medio de cultivo, bajas concentraciones de glucosa,
manosa, Xilosa o sucrosa inducen el aumento del tamafio de la capsula , la
presencia de dioxido de carbono o cambios en la presion osmaética que estimula el
aumento del didmetro capsula r mostrando diferencias en la virulencia y en el
efecto sobre macréfagos. Las cepas con baja virulencia no son capaces de
aumentar el tamafio de la capsula en presencia de CO,, estas cepas provocan
una respuesta inflamatoria rapida y el hospedero puede erradicar al
microorganismo facilmente de pulmén. Otros factores que pueden alterar el
tamafio de la capsula son la adicion de NaCl o altas concentraciones de glucosa
gue conlleva a una reduccion en el tamafio capsula r (Granger, Perfect et al. 1985;
Fries and Jain 2008; Guerrero and Fries 2008; Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et
al. 2009; Zaragoza, Rodrigues et al. 2009).
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La diferencia en el tamafio de la capsula encontrada entre los aislamientos de
Colombia y los de Vancouver, podria ser una de las causas por la cual los
aislamientos de Vancouver han mostrado ser mas virulentos segun lo reportado en
estudios previos, debido a que presentan un menor diametro, que le puede facilitar
la colonizacion y migracién del Cryptococcus a diferentes tejidos en especial al
sistema nervioso central (Fernandez, Ariosa et al. 2000; Fries, Taborda et al. 2001,
Guerrero and Fries 2008; Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et al. 2009; Zaragoza,
Rodrigues et al. 2009).

Es importante tener en cuenta, que a pesar de ser un factor importante para la
patogenicidad, la capsula no es el unico factor responsable de la virulencia, la
cual, es el resultado de una accién en conjunto de varios factores de virulencia
(Buchanan and Murphy 1998; Fernandez, Ariosa et al. 2000; Lopez 2002; Ma and
May 2009).

c. Fenotipo de las colonias.

Todos los aislamientos evaluados (colombianos y canadienses) mostraron bordes
regulares. No se observo diferencia estadisticamente significativa en el diametro
de las colonias, presentando los aislamientos colombianos un promedio del
diametro de las colonias de 8,74 + 1,46 mm y 8,63 = 1,0 mm los aislamientos
canadienses. Estos resultados difieren con lo reportado en otro estudio realizado
en aislamientos clinicos colombianos de C. gattii, donde observaron un diametro

promedio de 7,7 + 1,3 mm (Sanchez, Escanddn et al. 2008).

El 53,8% de los aislamientos colombianos presentaron morfologia mucoide (Anexo
12), resultados que difieren significativamente con los resultados obtenidos en los
aislamientos de Vancouver, en los cuales tan solo el 5% present6 dicha morfologia
(Anexo 13). Los resultados observados en este estudio correspondientes a los
aislamientos colombianos, difieren levemente a lo reportado por Sanchez y
colaboradores, los cuales encontraron en la morfologia de los aislamientos
colombianos de C. gattii que evaluaron, un 63% con morfologia mucoide
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(Sanchez, Escanddn et al. 2008). La morfologia mucoide ha sido asociada en
varios estudios con una alta virulencia (Fries, Goldman et al. 1999; Zaragoza,
Rodrigues et al. 2009). Sin embargo, los aislamientos procedentes del brote de
Vancouver incluidos en este estudio presentaron en su gran mayoria (95%)
morfologia lisa, tanto en los aislamientos subtipo VGlla como en los VGIIb, los
cuales han sido previamente caracterizados por su alta virulencia, haciendo
especial énfasis en los aislamientos subtipo VGlla (Fraser, Giles et al. 2005). Es
importante tener en cuenta que en otros estudios se ha determinado que
Cryptococcus puede presentar bajo ciertas condiciones, un cambio fenotipico de la
morfologia inicial de las colonias dado por su capacidad de switching fenotipico,
en donde se observa un cambio en la expresion en los componentes de la
capsula, como respuesta a las condiciones del ambiente en donde se encuentra,
ya sea dentro del hospedero o en caso tal en la naturaleza, afectando
directamente el didametro de la capsula y por ende, haciendo de la morfologia de
las colonias, mucoides o lisas (Franzot, Mukherjee et al. 1998; Fries and
Casadevall 1998; Alspaugh, Davidson et al. 2000; Fries and Jain 2008). Esta
capacidad de cambio en la morfologia o switching fenotipico, juega un papel muy
importante en la patogénesis de Cryptococcus (Franzot, Mukherjee et al. 1998;
Alspaugh, Davidson et al. 2000; Fries, Taborda et al. 2001; Fries and Jain 2008);
razén por la cual, fue uno de los factores asociados a la virulencia que se evalué
en este estudio, y del cual se presentan los resultados con su respectiva discusion
en el numeral siguiente.

d. Switching fenotipico.

La capacidad de switching fenotipico o el cambio a nivel fenotipico, donde se
observa un cambio entre morfologia lisa y morfologia mucoide, ha sido
considerada como un importante factor de virulencia que le permiten al
microorganismo escapar del reconocimiento del sistema inmune y evadir la
fagocitosis, facilitando a Cryptococcus la colonizacién del hospedero (Fries,
Goldman et al. 1999). En estudios de virulencia en ratones se han encontrado
colonias lisas (con menor diametro de capsula ) en cerebro de ratones infectados,
indicando que un menor diametro de la blastoconidia le permite a los miembros del
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complejo C. neoformans/C. gattii cruzar la barrera hemato-encefalica mas
facilmente (Jain, Li et al. 2006; Fries and Jain 2008; Guerrero and Fries 2008).

En este estudio se evalud el fendmeno de switching in vitro, observando que el
84,6% de los aislamientos colombianos y el 95% de los aislamientos canadienses
presentaron esta capacidad de cambio en la morfologia de las colonias; ademas
se demostré6 que estos aislamientos eran capaces de revertir este fendbmeno,
caracteristica importante para la virulencia ya que le permite al microorganismo
adaptarse a diferentes microambientes (Fries, Taborda et al. 2001).

El porcentaje de switching fenotipico determinado en los aislamientos incluidos en
nuestro estudio, es mucho mayor al observado en otro estudio, en el cual también
se estudiaron aislamientos clinicos de C. gattii colombianos, observando una tasa
de switching fenotipico de 36,8% (Sanchez, Escandon et al. 2008). Resultados
reportados por Fries et al en el 2008, mostraron una capacidad de switching
fenotipico in vivo de aislamientos de C. neoformans y C. gattii, haciendo evidente
que estos aislamientos tiene la capacidad de cambiar la morfologia de las colonias
de lisas a mucoides, caracteristica importante que le permite al microorganismo
adaptarse facilmente, evadiendo la respuesta del sistema inmune, la terapia
antimicética y causando enfermedades persistentes (De Souza and Heitman 2001;
Fries, Taborda et al. 2001; Jain, Li et al. 2006; Fries and Jain 2008; Guerrero and
Fries 2008; Ma and May 2009; Zaragoza, Rodrigues et al. 2009). Dado lo anterior,
este fue tomado como uno de los factores de virulencia relevantes en la seleccion
de los aislamientos evaluados en el modelo animal.
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Figura 19. Capacidad de switching fenotipico presente en algunos de los
aislamientos de C. gattii serotipo B, colombianos y canadienses, donde se observa
cambio de morfologia lisa a mucoide y viceversa.

Al comparar los aislamientos colombianos con los de Vancouver, se encontré que
11 de los aislamientos colombianos de C. gattii evaluados (84,6%) mostraron
capacidad de switching fenotipico (Figura 19), de los cuales ocho presentaron la
capacidad de reversion de este fenOmeno (Anexo 12); mientras que en los
aislamientos procedentes del brote de Vancouver, 19 aislamientos (95%)
mostraron tanto capacidad de switching fenotipico, como capacidad de reversién
de este fendmeno (Anexo 13). Se ha asociado el switching fenotipico con cambios
en la expresién del polisacéarido capsula r, lo cual se evidencia en la morfologia de
la levadura (Fries, Goldman et al. 1999; Fries, Taborda et al. 2001; Fries and Jain
2008; Guerrero and Fries 2008). En los aislamientos en los cuales no se detecto el
fenébmeno no es posible asegurar que no tienen esta capacidad de cambio de
morfologia, y seria necesario evaluar estos aislamientos luego de someterlos a un
modelo animal, para determinar si tienen la capacidad o no de mostrar este
fenémeno, y de como puede verse afectado el didmetro capsula r. Varios autores
han reportado que el switching fenotipico ocurre durante la infeccién y le
proporcionan al microorganismo la capacidad de cambiar su morfologia de
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colonias lisas a mucoides. EI microambiente en el hospedero determina esta
morfologia y ademas se ha demostrado que estos cambios facilitan Ila
diseminacién del microorganismo al sistema nervioso central (Fries, Goldman et
al. 1999; Fries, Taborda et al. 2001). En nuestro estudio, este cambio a nivel
fenotipico pudo ser evidenciado in vitro.

El switching permite al patégeno sufrir una microevolucion y adaptarse a diferentes
microambientes, afectando la relacion entre el patégeno y el hospedero causando
cambios en la virulencia. Estudios in vivo, han reportado este cambio 6 semanas
después del inicio de la infeccion, ademas se ha demostrado que existe
asociacion entre la senescencia del microorganismo y el aumento de la tasa de
cambio de colonias lisas a mucoides hipervirulentas; la avanzada edad
generacional de la cepa de Cryptococcus puede contribuir a la patogénesis, ya
que muchos cambios fenotipicos ocurren en el envejecimiento generacional
incluyendo perdida en la estabilidad gendmica y aumento en los eventos
recombinacionales, dando como resultado cambios fenotipicos como aumento del
tamafo, baja tasa de crecimiento y aumento de la inestabilidad genomica (Jain et
al 2006, 2009).

Por esta razon es necesario evaluar el switching fenotipico in vivo para determinar
si tienen la capacidad o no de presentar este fendmeno, ya que es probable que in
vitro, algunas de las cepas evaluadas no cuenten con el estimulo necesario para
generar el cambio en su morfologia. También es importante tener en cuenta que el
switching fenotipico es un fendbmeno que en la naturaleza se presenta con una
frecuencia aproximada de 102 a 10 (Fries, Goldman et al. 1999), y del cual atn
se desconocen la totalidad de sus posibles causas (Fries and Jain 2008; Guerrero
and Fries 2008; Ma and May 2009; Zaragoza, Rodrigues et al. 2009).

e. Determinacién de la pareja sexual.

Determinacion mediante PCR

Mediante PCR se determin6 que 12 de los aislamientos colombianos de C. gattii
evaluados (92,3 %) son pareja sexual a y solamente el aislamiento I-255 es pareja
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sexual a (7,7 %) (Figura 20); este resultado es similar al reportado en un estudio
en el cual se evalud la relaciéon epidemiologica entre aislamientos clinicos y
ambientales de C. neoformans y C. gattii en Colombia, en el que se determiné que
el 96,6% de los aislamientos de C. gattii, presentaban pareja sexual a. Sin
embargo, a la vez, nuestro resultado difiere a lo reportado en otro estudio llevado
a cabo en aislamientos clinicos colombianos de C. gattii, donde se reportd que el
52,6 % de los aislamientos evaluados presentaron pareja sexual a (Sanchez,
Escandon et al. 2008), el cual es un porcentaje mucho menor al observado en
nuestro estudio. En cuanto a los aislamientos de C. gattii procedentes de
Vancouver, se confirmo que el 100 % de los aislamientos son pareja sexual a, lo

cual corresponde a lo reportado en estudios anteriores (Kidd, Hagen et al. 2004).

8 98 10 11 12 13 14 151817|

Figura 20. Determinacion de la pareja sexual mediante PCR en los aislamientos
colombianos de C. gattii serotipo B. Linea 1: marcador de 50 pb; linea 2:
aislamiento control pareja sexual a (JEC 20); linea 3: aislamiento control pareja
sexual o (JEC 21); lineas 4 - 16: aislamientos colombianos de C. gattii. En la linea
11 se observa el unico aislamiento colombiano de C. gattii (I-255) pareja sexual o.
Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa 2,5% , corrido a
100 V durante 1 hora.
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Determinacion in vitro

In vitro mediante apareamiento con el control JEC 21 (pareja sexual o) se pudo
determinar que 8 de los 12 aislamientos colombianos, clasificados como pareja
sexual a mediante PCR, tenian la capacidad de expresar su fase sexual (Anexo
12). Sin embargo, con el control JF 101 (pareja sexual a), el cual tiene una mayor
expresion de la feromona o por su modificacion en el locus MAT en el gen crgla
(Fraser, Subaran et al. 2003), so6lo se observé capacidad de apareamiento con los
aislamientos colombianos 1-239, 1-357 y [1-3030 (Anexo 12). EIl aislamiento
colombiano 1-255, al cual se le determino mediante PCR que presentaba pareja
sexual a, no mostré capacidad de apareamiento con el control JEC 20 (pareja
sexual a), no obstante, mostré capacidad de expresar su fase sexual con el control
JF 109 (pareja sexual a), el cual tiene una mayor expresion de feromona dada por
su modificacién en el locus MAT en el gen crgla (Fraser, Subaran et al. 2003).
Los aislamientos colombianos 1-223 y I-2877 no mostraron capacidad de expresion
de su fase sexual in vitro, bajo las condiciones evaluadas (Anexo 12). En cuanto a
los aislamientos procedentes de Vancouver, solo los aislamientos CDCR500 y
ENV129 mostraron capacidad de apareamiento con el control JEC 20 (pareja
sexual a), sin embargo, con el control JF109 (pareja sexual a) todos los
aislamientos de Vancouver expresaron su fase sexual (Anexo 13), confirmando el
resultado obtenido en un estudio anterior donde se emple6 el mismo control (JF
109 “pareja sexual a”) (Ngamskulrungroj, Sorrell et al. 2008). En ese estudio
llevado a cabo por Ngamskulrungroj y colaboradores, fueron evaluados
aislamientos de C. neoformans y C. gattii de varias partes a nivel mundial, entre
los cuales fueron incluidos los aislamientos 1-106, 1-212 y 1-881, aislamientos de C.
gattii serotipo B evaluados también en nuestro estudio. Ellos observaron que
estos tres aislamientos no mostraron capacidad de apareamiento con el control JF
101 (pareja sexual a), confirmando con lo observado por nosotros con respecto a
estos aislamientos y ese mismo control (Ngamskulrungroj, Sorrell et al. 2008). Sin
embargo, con el control JEC 21 (control «), pudimos determinar que los
aislamientos 1-106, 1-212 y 1-881, si poseen capacidad de apareamiento (Anexo
12).
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Con los controles JEC 20 y JEC 21, los aislamientos en los que se observo
expresion de la fase sexual, se pudo evidenciar macroscopicamente la formacion
de micelio a partir del cual se pudieron confirmar al microscopio de fluorescencia
la presencia de hifas, basidios, fibulas y basidiosporas, estructuras sexuales
propias del genero Cryptococcus (Figura 21) (Kwon-Chung 1976). En cambio con
los controles JF109 y JF101, la presencia de estas estructuras, pudieron ser
evidenciadas Unicamente al observar las cajas de Petri directamente al
microscopio en 10X y 40X (Figura 22), puesto que la mayoria del micelio se
encontraba inmerso en el medio.

Figura 21. Estructuras sexuales de aislamientos colombianos y canadienses de C.
gattii serotipo B, observadas a 40X con Calcofluor (1 mg/ml) a una longitud de
onda de 425 nm. a. Presencia de basidios (cruce aislamiento canadiense CDCR
500 Vs JEC 20 “control a”); b. Formacion y desprendimiento de basidiosporas a
partir del basidio (cruce aislamiento colombiano 1-357 Vs JEC 21 “control o”); c.
Hifa con presencia de fibula (cruce aislamiento canadiense ENV 129 Vs JEC 20
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“control @”); d. Formacion de basidiosporas a partir del basidio (cruce aislamiento
canadiense ENV 129 Vs JEC 20 “control a”).

Figura 22. Estructuras sexuales de aislamientos colombianos y canadienses de C.
gattii serotipo B observadas directamente de la caja de Petri. a. Colonia de
blastoconidias con presencia de filamentos en los extremos (10X) (cruce
aislamiento canadiense CDCR 265 Vs JF 109 “control a”); b, Hifas con presencia
de fibulas y basidios (40X) (cruce aislamiento canadiense CDCR 265 Vs JF 109
“control a”); c. Basidio con produccién de basidiosporas, inmerso en el medio, con
presencia de fibula (40X) (cruce aislamiento canadiense RB 28 Vs JF 109 “control
a”"); d. Hifas con presencia de fibulas y basidios (40X) (cruce aislamiento
canadiense RB 28 Vs JF 109 “control a”).

También se ensay6 cruzar todos los aislamientos de Vancouver (pareja sexual o)
con los 12 aislamientos colombianos (pareja sexual a), y el aislamiento
colombiano I-255 (pareja sexual o) contra los 12 aislamientos de Colombia pareja
sexual a; sin embargo, no se observo capacidad de apareamiento entre estos dos
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cruces planteados anteriormente. Como un factor extrinseco, es importante tener
en cuenta la humedad relativa en estos ensayos in vitro, puesto que ésta es una
variable de importancia a la hora de evaluar produccién de esporas (Mackenzie
1971).

Estudios realizados en C. neoformans han reportado dos tipos de pareja sexual
denominados MATa y MATa, siendo las células MATa mas abundantes en
aislamientos ambientales y clinicos que las cepas MATa, (Buchanan and Murphy
1998; Lin, Litvintseva et al. 2007). Kwon-chung et al demostraron que la cepas
MAT a son mas virulentas que las MATa, al evaluar dos cepas que sélo diferian
entre si por el tipo de pareja sexual demostrando que las MATa fueron mas
virulentas cuando se inyectaron intravenosamente en ratones; el 80% de los
ratones infectados con la cepa MAT a murieron a los 36 dias mientras que los
ratones infectados con la cepa MATa murieron a los 93 dias (Kwon-Chung,
Wickes et al. 1992).

En los aislamientos de C. gattii provenientes de Vancouver evaluados en este
estudio, se confirmé lo reportado por otros autores, los cuales determinaron que
todos los aislamientos procedentes de este brote son MATa (Kidd, Hagen et al.
2004; Fraser, Giles et al. 2005; Ngamskulrungroj, Sorrell et al. 2008). En contraste
se observé que la mayoria de aislamientos colombianos de C. gattii son MATa
(92,3%) y solo uno de ellos es MATa (7,6%); estos resultados son concordantes
con lo reportado en estudios anteriores, donde se ha establecido la gran
predominancia en Colombia de aislamientos de C. gattii serotipo B con alelo MATa
(Escandon, Quintero et al. 2005; Escandon, Sanchez et al. 2006).

Un estudio desarrollado por Ngamskulrungroj y colaboradores, mostré que los
aislamientos provenientes de Vancouver poseian una alta capacidad de
reproduccion sexual con altos niveles de esporulacion; para determinar lo anterior,
los autores compararon la fertilidad de 91 aislamientos VGII recuperados a partir
del brote en Vancouver con 72 aislamientos del patrén molecular, procedentes de
diferentes partes del mundo, observando una mayor fertilidad del subtipo VGlla
(91,7%), en comparacion con el subtipo VGIlb (33,3%); y entre tipo de pareja
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sexual, pudo determinar una mayor fertilidad en el tipo de pareja sexual a
(72,79%) (Ngamskulrungroj, Sorrell et al. 2008). Esta gran capacidad de
apareamiento observada en aislamientos pareja sexual a, es concordante con los
resultados obtenidos con el Unico aislamiento colombiano con este locus (I-255), el
cual expresé su fase sexual con ambos tipos de aislamientos control MATa
evaluados.

f. Actividades enzimaticas

La sintesis de algunas enzimas y su actividad enzimatica constituyen un factor de
virulencia en aislamientos de Cryptococcus, dado que le confieren cierta ventaja
adaptativa tanto en el ambiente como en el hospedero.

e Cuantificacion de melanina:

En éste estudio el analisis de actividad de la fenoloxidasa se evalu6é de forma
cualitativa y cuantitativa. De la forma cualitativa (Figura 23), se determind en los
13 aislamientos colombianos de C. gattii que 7 (53,8 %) de estos poseen actividad
alta, 4 (30,8 %) actividad media y 2 (15,3 %) actividad baja. En cuanto a los
aislamientos de C. gattii procedentes de Vancouver, se determiné que 19 (95 %)
presentaban actividad alta 'y 1 (5 %) actividad media. Estos resultados difieren con
los resultados obtenidos en un estudio realizado en Colombia por Sanchez y
colaboradores, donde observaron que el 10,5 % de los aislamientos de C. gattii
evaluados presentaban actividad alta, 47,4 % actividad media y 42,1% actividad
baja (Sanchez, Escandon et al. 2008), porcentajes que varian significativamente
con los obtenidos en nuestro estudio. En otro trabajo realizado también en
Colombia por Castafieda y colaboradores, en donde evaluaron cualitativamente la
actividad de la enzima fenol oxidasa en aislamientos de C. gattii, encontraron en
11 (84,6 %) de 13 aislamientos una actividad intermedia, 1 (7,7 %) aislamiento con
actividad baja y 1 (7,7 %) con actividad alta (Castafieda, Huérfano et al. 2001),

resultados que también difieren con los resultados observados en los aislamientos
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de C. gattii evaluados, tanto de Colombia como de Vancouver en el presente

trabajo.

Figura 23. Actividad de la enzima fenoloxidasa en tres aislamientos colombianos
de C. gattii serotipo B (I-255, 1-2877 y 1-2858), expresada como capacidad de
sintesis de melanina, evidenciada mediante la intensidad de la pigmentacion
marrén en las colonias de cada uno de los aislamientos.

Puesto que una evaluacion cualitativa tiende a generar un sesgo implicito
dependiente a cada investigador, se decidi6 evaluar la actividad de la enzima fenol
oxidasa también de manera cuantitativa mediante un protocolo modificado y
estandarizado en el laboratorio de microbiologia del INS, el cual permitid obtener
datos en pug/ml de la produccion de melanina, la cual se asocia directamente con
la actividad de la enzima. Los resultados obtenidos no muestran diferencias
estadisticamente significativas en la produccién de melanina entre los aislamientos
de Vancouver y Colombia (p= 0,24) (Anexo 17), sin embargo en el grupo de
Colombia existe estadisticamente una mayor variabilidad en la produccion de
melanina entre los diferentes aislamientos, posiblemente por la baja sintesis de

melanina que motré el aislamiento 1-255 (Figura 24).
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Figura 24. Sintesis de melanina (ug/ml) determinada en los aislamientos de C.
gatti serotipo B, patron molecular VGII colombianos (a) y canadienses (b), la cual
evidencia una gran similaridad de sintesis entre ambos grupos de aislamientos; sin
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embargo, el aislamiento colombiano I-255 fue el Unico que mostrdé una actividad
casi nula.

Al realizar un analisis estadistico por separado para cada uno de los grupos de
aislamientos evaluados (Colombia y Vancouver), se establecié que dentro del
grupo de Colombia existen diferencias estadisticamente significativas entre los
aislamientos, evidenciadas en la produccion de melanina (Figura 24 a; anexo 17).
El aislamiento colombiano con menor capacidad de sintesis de melanina es el
[-255 que produce 1,2 pg/mL, una produccion de melanina mucho menor que la
producida por el aislamiento CDCR500, aislamiento con la menor capacidad de
sintesis de melanina del grupo de Vancouver, el cual produce 79,35 pg/mL. Esta
gran capacidad de produccion de melanina, en conjunto con otros factores
asociados a la virulencia, puede llegar a ser una de las razones por la que los
aislamientos de Vancouver en otros estudios han mostrado una alta virulencia

(Fraser, Giles et al. 2005; Ngamskulrungroj and Meyer 2009).

En un estudio realizado por Ngamskulrungroj y colaboradores, en aislamientos
procedentes del brote de Vancouver, se evalud la produccion de melanina entre
aislamientos de C. gattii serotipo B subtipo VGlla y VGIIb a 30 °C y 37 °C,
demostrando que los aislamientos VGIIb presentaban mayor produccion de
melanina que los aislamientos VGlla evaluados a 30 °C; resultados similares a los
observados en nuestro estudio con los aislamientos VGlla procedentes de
Vancouver, en los cuales se observé una menor produccién de melanina a 30 °C,
resultados que se ven reflejados en aislamientos como el CDCR 500 (VGlla),
anteriormente mencionado. Sin embargo, Ngamskulrungroj y colaboradores
también evaluaron los aislamientos de Vancouver a 37 °C (temperatura
fisiologica), determinando que los aislamientos VGlla presentan una mayor
produccion de melanina a esta temperatura y una mejor proteccion contra la
respuesta del sistema inmune del hospedero. En este estudio sugieren que la
causa de que los aislamientos VGlla sean mas virulentos que los VGIlIb, es porque

tienen una mejor proteccion contra la respuesta del sistema inmune, debido a la
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habilidad de producir altas concentraciones de melanina a 37 °C, siendo esta una
de las causas de la alta prevalencia de C. gattii VGIlla en humanos y mamiferos

(Ngamskulrungroj and Meyer 2009).

En otro estudio realizado para evaluar la relacibn entre la virulencia y la
produccion de fenoloxidasa, codificada por el gen CNLAC1; Kwon-Chung et al, se
evaluaron cepas Mel- y Mel+, las cuales fueron inoculadas en ratones albinos
suecos, en los que se observé que aquellos inoculados con las cepas mel+
murieron con un promedio de supervivencia de 29 y 46 dias, pero ningun ratén
inoculado con cepas Mel- muri6 (Kwon-Chung, Polacheck et al. 1982). Otros
estudios mostraron resultados similares, demostrando una aparente relacion entre
la virulencia y la expresion de este gen (Kwon-Chung, Polacheck et al. 1982;
Rhodes, Polacheck et al. 1982; Wang, Aisen et al. 1995; Salas, Bennett et al.
1996; Chan and Tay 2009). Pese lo anterior, es necesario tener en cuenta que
dichos estudios se realizaron en cepas no caracterizadas molecularmente, por
esta razon, no es posible asegurar que la causa de la virulencia sea Unicamente
por la expresion el gen CNLAC1. La virulencia esta dada por la interaccion de
innumerables factores propios del patégeno y el hospedero, tales como
crecimiento, utilizacion del sustrato, etc. (Ngamskulrungroj, Sorrell et al. 2008;
Ngamskulrungroj and Meyer 2009); razon por la cual, el hecho de que no se
observaran diferencias en la produccion de melanina, entre los aislamientos de
Colombia y Vancouver incluidos en nuestro estudio, no significa que ambos

grupos de aislamientos posean una virulencia similar.

También se sabe que la producciéon de melanina puede contribuir a la proteccion
contra alteraciones del medio ambiente como: cambios en la osmolaridad,
temperatura y desecacion (Casadevall, Rosas et al. 2000); razén por la cual, la
gran capacidad de produccion de melanina observada en nuestro estudio, puede
estar representando una gran importancia entre la adaptacion y la supervivencia
en el medio ambiente, reportada para los aislamientos de C. gattii procedentes de

Vancouver (Kidd, Hagen et al. 2004). Sin embargo, la capacidad de supervivencia

89




en el medio ambiente, al igual que la capacidad de virulencia en el hospedero,
estan dadas por todo un conjunto de factores (Casadevall, Rosas et al. 2000), que
en el caso de los aislamientos de C. gattii a partir de los cuales se estan
infectando los pacientes en Culcuta, no favorecen su prevalencia y recuperacion a
partir del ambiente, seguin la baja tasa de recuperacion observada en los

resultados mencionados anteriormente en el objetivo 1.

e Determinacion de la actividad proteolitica extracelular:
La técnica empleada permite evidenciar de forma directa mediante halos de
hidrolisis, la actividad de la proteasas (indice Pz), enzimas importantes en la
degradacion de compuestos protéicos presentes tanto en el ambiente como en el
hospedero (Buchanan and Murphy 1998; Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et al.
2009).

Los resultados obtenidos muestran diferencias estadisticamente significativas en
la actividad proteolitica entre los aislamientos de Vancouver y Colombia (Anexo
17). Los aislamientos colombianos de C. gattii no mostraron actividad proteolitica
(Pz > 1) (Figura 25), mientras que el grupo de Vancouver si presentd actividad
proteolitica, con un promedio de Pz de 0,77 (actividad baja), lo cual puede ser un
hecho representativo que puede ayudar a explicar la alta virulencia reportada por
otros autores en los aislamientos provenientes del brote de Vancouver (Kidd,
Hagen et al. 2004; Fraser, Giles et al. 2005; Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et al.
2009); observacion que es apoyada por lo observado por Chan et al, 2009,
quienes reportaron que la actividad proteolitica, produccion de fosfolipasas y la
produccion de melanina, son un factor clave en la virulencia (Chan and Tay 2009).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, difieren con lo observado en
otros estudios realizados en Colombia, donde se ha observado actividad
proteolitica en aislamientos de C. gattii; trabajos como el de Sanchez y
colaboradores, donde a partir de 19 aislamientos de C. gattii observaron que el

21 % de estos poseian actividad alta, un 47 % actividad media y un 32 % actividad
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baja (Sanchez, Escanddn et al. 2008). Otro estudio realizado en Colombia, mostré
gue de 31 aislamientos de C. gattii, el 38,7 % presentaba actividad proteolitica

media y el 61,3 % activada baja (Huérfano, Cepero et al. 2003).

y

Figura 25. Actividad proteolitica nula (Pz= 1) del aislamiento colombiano de C.
gattii serotipo B, 1-106, la cual se evidencio por la presencia de un diametro del
halo de proteolisis menor al didmetro de la colonia (demarcado con marcador).
Pz= (diametro celular / didmetro total).

e Determinacion de la actividad de fosfolipasas extracelulares:

Al realizar el analisis estadistico de la actividad enzimética de la fosfolipasa,
evaluada en los aislamientos en estudio, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,000) entre la actividad de la fosfolipasa en los
aislamientos de C. gattii de Vancouver y Colombia (Anexo 17). Los resultados
obtenidos en este estudio demuestran que los 13 aislamientos colombianos
evaluados presentaron una mayor actividad enzimatica (Figura 26), con un
promedio de Pz de 0,62, mas bajo que el presentado por los aislamientos de
Vancouver, en los cuales se obtuvo un valor de Pz de 0,7; debido a que el Pz es
inversamente proporcional a la actividad de la fosfolipasa como es descrito
previamente en la metodologia. Segun el rango de actividad establecido
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previamente, el 100 % de los aislamientos colombianos presentan actividad
media, mientras que en los aislamientos de Vancouver, el 65 % presento actividad
media y el 35 % restante, actividad baja. Resultados similares a los obtenidos en
un estudio donde se evalud la actividad de la fosfolipasa en 19 aislamientos
colombianos de C. gattii, observando que la gran mayoria (84,2 %) de estos,
presentaban actividad media. Sin embargo en ese mismo estudio, observaron que
un 16,8 % presentd un rango de actividad alta (Sanchez, Escanddn et al. 2008),
rango no observado en los resultados obtenidos en nuestro estudio. En otro
estudio, realizado en Colombia, obtuvieron resultados que difieren a los
observados por nosotros, puesto que en 31 aislamientos de C. gattii evaluados en
ese estudio, determinaron que la mayoria (58 %) de aislamientos no presentaban
actividad y un 42 % presentaba actividad baja (Huérfano, Cepero et al. 2003).

A pesar que la actividad fosfolipasa evaluada fue menor en los aislamientos de
Vancouver, éstos han demostrado tener una alta virulencia, segun lo reportado en
otros estudios (Fraser, Giles et al. 2005), datos que nos permiten inferir que dicha
virulencia puede estar relacionada mas con otros factores asociados a la
virulencia, que a la actividad fosfolipasa, resultados similares a lo reportado por
Huérfano y colaboradores, quienes evaluaron la actividad fosfolipasa en
aislamientos ambientales de C. neoformans variedades grubii y gatti y no
encontraron una relacion directa entre la produccion de fosfolipasa y la virulencia
(Haliday and Carter 2003; Huérfano, Cepero et al. 2003).

a.

Actividad Fosfolipasas
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Figura 26. Actividad de la enzima fosfolipasa determinada en los aislamientos de
C. gattii serotipo B colombianos (a) y los procedentes de Vancouver (b), en la cual
se evidencia una mayor actividad de esta enzima en los aislamientos colombianos,
dada por un menor indice Pz.

Otros autores por el contrario, han descrito la produccion de fosfolipasas, como
uno de los principales factores de virulencia en C. neoformans. En C. gattii se han
reportado 2 tipos de fosfolipasas: la fosfolipasa B1 (PLB1) y una nueva fosfolipasa
(LPL1) descrita por Wrigth y colaboradores, esta enzima tiene actividad
lisofosfolipasa y transacilasa (Wright, Payne et al. 2004). En este estudio
detectamos la actividad fosfolipasa, pero la técnica utilizada para evaluar dicha
actividad no discrimina el tipo de fosfolipasa encontrada (Figura 27), lo cual haria
necesario utilizar otra metodologia para determinar el tipo de fosfolipasa presente

tanto en los aislamientos colombianos como en los canadienses.
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Figura 27. Actividad fosfolipasa en uno de los aislamientos colombianos de C.
gattii serotipo B (I-2877), determinada mediante el indice Pz, establecido por el
diametro del halo de precipitado observado en el medio Sabouraud suplementado
con yema de huevo y el diametro de la colonia. Pz= (diametro celular / diametro
total).

La accion de esta enzima resulta en la desestabilizacion de las membranas, lisis
celular y liberacion de segundos mensajeros lipidicos, permitiendo la invasion
tisular. Se han realizado diferentes estudios para determinar la relacion de la
actividad de la fosfolipasa B y la virulencia, para lo cual el gen que codifica para
dicha enzima (PBL1) fue aislado, clonado y modificado, evaluandose la actividad
de la fosfolipasa B en el aislamiento en el cual se modifico el gen, demostrando
gue la cepa mutante presentaba una virulencia atenuada comparada con la cepa
original. Los ratones infectados con la cepa mutante sobrevivian por méas tiempo,
demostrando que la fosfolipasa es un factor de virulencia en C. neoformans y C.
gattii; datos similares reportaron Chen y colaboradores quienes demostraron la
relacion entre la actividad fosfolipasa y la virulencia, evaluada en ratones BALB/C
inoculados con 4 cepas que expresaban una alta, intermedia y baja actividad
fosfolipasa (Chen, Muller et al. 1997; Vidotto, Sinicco et al. 1997; Cox, McDade et
al. 2001; Ma and May 2009).
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e Determinaciéon de la actividad de la enzima ureasa.

La ureasa es una enzima que hidroliza urea produciendo amonio y carbamato.
Algunos autores la describen como una importante caracteristica bioquimica para
la identificacion de Cryptococcus, ya que no han encontrado ninguna relacién
entre la produccion de ureasa y la patogenicidad (Kwon-Chung, Wickes et al.
1987). Sin embargo, trabajos méas recientes han considerado esta enzima como
un importante factor de virulencia que contribuye a la invasion del hospedero
(Steenbergen and Casadevall 2003; Torres, Alvarado et al. 2008), razon por la

cual, fue uno de los factores de virulencia evaluados en el presente estudio.

Como resultado de esta prueba, se obtuvo que todos los aislamientos tanto de
Colombia como de Vancouver, presentaron actividad de la enzima ureasa, la cual
es una caracteristica propia de Cryptococcus. No obstante, al comparar
cuantitativamente la actividad enzimatica de la ureasa entre ambos grupos de
aislamientos de C. gattii (Colombia y Vancouver), no se observo diferencia
estadisticamente significativa (P = 0,87) (Anexo 17); por tal motivo no fue un factor
de virulencia relevante en la seleccion de los aislamientos a evaluar en el modelo
animal, llavado a cabo en este estudio. Resultados similares a los observados por
nosotros, fueron reportados en otro estudio, donde compararon inicialmente la
actividad ureasa entre aislamientos del complejo C. neoformans / C. gattii,
observando que C. neoformans es mayor productor de ureasa que C. gattii; sin
embargo, al igual que nosotros, no reportaron diferencias en la actividad ureasa
entre los aislamientos de C. gattii evaluados (Torres, Alvarado et al. 2008).

En otro trabajo, Cox et al en el afio 2000, determinaron si la produccion de ureasa
en Cryptococcus estaba involucrada con la patogénesis del hongo como se ha
reportado para algunas bacterias como Helycobacter pylori; para tal fin, ellos
clonaron el gen urel y crearon mutantes ureasa negativo, encontrando que
ratones infectados con las cepas urel ~, vivian mas tiempo que los ratones

infectados con las cepas ureasa positiva; sin embargo, no lograron demostrar una
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relacion directa entre la virulencia y la produccion de ureasa (Cox, Mukherjee et al.
2000).

2. Prueba de virulencia en ratones:

Seleccion de los aislamientos:

La seleccién de los aislamientos a los cuales se les determiné su capacidad de
virulencia, mediante este ensayo en modelo animal, se realiz6 teniendo en cuenta
los factores de virulencia que se evaluaron en este estudio y cuya expresion haya
mostrado alguna diferencia a la hora de comparar los aislamientos de Colombia
con los procedentes de Vancouver.

Los factores asociados a la virulencia que se evidenciaron de forma cualitativa
fueron: capacidad de switching fenotipico, morfologia de las colonias, crecimiento
a 37 °C, tipo de pareja sexual y subtipo molecular. Los factores de virulencia que
se evaluaron cuantitativamente fueron: diametro celular y capsula r, actividad de la
fenoloxidasa, medida indirectamente por la capacidad de sintesis de melanina, la
actividad de la enzimas fosfolipasa, proteasa, ureasa, y la capacidad de
crecimiento a diferentes condiciones de temperatura y humedad. Al momento de
hacer la seleccion de los aislamientos, como resultado de la comparacion entre los
dos grupos de aislamientos evaluados, se di6 mayor relevancia a los factores de
virulencia evidenciados cuantitativamente, puesto que los factores de virulencia
evaluados de forma cualitativa, no mostraron grandes diferencias al realizar la
comparacion entre los dos grupos de aislamientos.

En cuanto a los factores de virulencia comparados cuantitativamente, se
establecio que existia diferencia estadisticamente significativa entre los dos
grupos de aislamientos, Unicamente en la actividad de la enzima fosfolipasa, en la
actividad proteolitica, y en el diametro celular y capsula r (Anexo 17), mientras que
la actividad de la enzima ureasa y la capacidad de crecimiento a diferentes
condiciones de temperatura y humedad, no se observaron diferencias
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significantes, razén por la cual no fueron aspectos tomados en cuenta en la
seleccidn de los aislamientos a evaluar en el modelo animal. Es de resaltar que en
la actividad de la enzima fosfolipasa fue mayor en el grupo de aislamientos de
Colombia, y en la actividad proteolitica, ninguno de los aislamientos colombianos
presentd dicha actividad. En cuanto al diametro celular y capsula r, los
aislamientos colombianos mostraron un mayor diametro en ambos aspectos. En la
actividad de la enzima fenoloxidasa, no se observo diferencia estadisticamente
significativa al comparar los dos grupos de aislamientos. Sin embargo, al analizar
estadisticamente todos los aislamientos (n=33) como un solo grupo, se pudo
evidenciar diferencias mas minuciosas (Anexo 17), en esta actividad enzimatica
que inicialmente no habia mostrado diferencia, permitiendo un mejor
aprovechamiento de la informacion obtenida en cada uno de los factores de
virulencia evaluados.

Como resultado al comparar los dos grupos de aislamientos de C. gattii, se pudo
determinar cuales aislamientos se encontraban en los extremos de las
comparaciones, indicando cuales tenian una mayor y una menor expresion de los
factores de virulencia en los que se hayo diferencia estadistica, permitiendo
seleccionar dos aislamientos de Colombia y dos de Vancouver, con proyeccion a
ser los mas virulentos; y dos aislamientos de cada uno de los grupos comparados
(Colombia y Vancouver), con el perfil de menor virulencia observado (Tabla 8).
También se tuvo en cuenta el subtipo molecular (VGlla y VGIIb) a la hora de
seleccionar los aislamientos de Vancouver, de tal manera que tanto en los
aislamientos mas virulentos como en los menos virulentos de Vancouver, quedara
un aislamiento VGlla y otro VGIIb, con el propdésito de describir la influencia que
puede llegar a tener el subtipo molecular sobre la virulencia, segun lo reportado en
otro estudio (Fraser, Giles et al. 2005), y su relevancia en comparacion con los
factores asociados a la virulencia evaluados en este estudio.

97




Tabla 8. Aislamientos de C. gattii serotipo B colombianos y canadienses
evaluados en el modelo animal, seleccionados con base a la expresion de los
factores de virulencia evaluados in vitro.

Colombia Vancouver
Mayor |- 2792 RB57 (VGIlIb)
virulencia I- 1511 E152 (VGlla)
Menor |- 357 RB28 (VGIIb)
virulencia I- 3030 E113 (VGlla)

Resultados prueba de virulencia:

La supervivencia en el modelo animal fue menor en los ratones inoculados con los
aislamientos seleccionados a partir del grupo de Vancouver como los mas
virulentos (RB57 y E152), seguidos por los aislamientos mas virulentos de
Colombia (I-2792 y 1-1511); posteriormente, los grupos de aislamientos en causar
la muerte en los animales fue el grupo de aislamientos de Vancouver
determinados como menos virulentos (RB28 y E113), seguido del grupo de
aislamientos colombianos menos virulentos (I-357 y 1-3030). No obstante, en estos
resultados de supervivencia se observd una excepcion con respecto a los
aislamientos VGlla procedentes de Vancouver (E152 y E113), los cuales fueron
los dos primeros aislamientos en matar la totalidad de los ratones inoculados con
estos (10 ratones por aislamiento) (Figura 28); resultados que corresponden a lo
observado previamente en otro estudio, donde se establecio la gran influencia que
puede llegar a tener el subtipo molecular VGlla, en la virulencia de aislamientos de
C. gattii (Fraser, Giles et al. 2005).
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Modelo de supervivencia en ratones con aislamientos de C.
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Figura 28. Porcentaje de supervivencia determinada en el modelo animal,
empleando ratones BALB/c inoculados con los aislamientos de C. gattii serotipo B
colombianos y canadienses previamente seleccionados; en donde se observa un
porcentaje de supervivencia menor en los animales inoculados con los
aislamientos clasificados como mas virulentos (RB57, 1-2792 y 1-1511);
exceptuando los aislamientos canadienses VGlla (E-152 y E-113), los cuales junto
con el control positivo (I-2524), fueron los primeros aislamientos en causar la
muerte en el 100% de los ratones.

Mediante el porcentaje de supervivencia observado en el modelo animal, se pudo
determinar que una mayor expresion de los factores de virulencia evaluados en
este estudio, son un indicador de una mayor virulencia en los aislamientos de C.
gattii serotipo B patrén molecular VGII. Esto se pudo establecer al evaluar cada
uno de los grupos de aislamientos (Colombia y Vancouver) por separado, donde
los aislamientos seleccionados como mas virulentos con base a la expresion de
los factores de virulencia evaluados anteriormente, mostraron una mayor letalidad
en el modelo animal, representada por un menor porcentaje de supervivencia, en
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comparacion con los aislamientos seleccionados como menos virulentos (Figura
28). En este mismo orden de ideas y basados en una mayor expresion fenotipica
en la mayoria de los factores de virulencia evaluados, se hubiera esperado que los
aislamientos de C. gattii de Colombia mostraran una mayor letalidad en el modelo
animal. Sin embargo, se observé que los aislamientos del grupo de Vancouver
clasificados en nuestro estudios como mas virulentos, presentaron una mayor
letalidad que los aislamientos clasificados como mas virulentos del grupo de
Colombia; de igual manera, los aislamientos de menor virulencia del grupo de
Vancouver, presentaron una letalidad mayor en comparacion con los aislamientos
de menor virulencia del grupo de Colombia, haciendo evidente de manera general,
una mayor virulencia en los aislamientos de Vancouver con respecto a los
aislamientos colombianos evaluados. Esto indica la existencia de otros factores
asociados a la virulencia aun no esclarecidos en ambos grupos de aislamientos,
que estan influenciando de manera importante la virulencia de los aislamientos
procedentes de Vancouver. Este resultado también se hace evidente al comparar
la incidencia de casos de criptococosis a causa de C. gattii serotipo B, reportados
anualmente en Colombia y Vancouver, donde se puede resaltar el alto indice de
incidencia reportado en el brote en Vancouver (37 casos por cada millén de
habitantes) (Kidd, Hagen et al. 2004), en comparacién con los casos reportados en
Colombia, donde en la ultima encuesta nacional de criptococosis se reportdé una
incidencia promedio anual de 2,4 casos por millon de habitantes, a partir de la
cual, aproximadamente el 3,3% de los casos corresponde a C. gattii serotipo B
(Lizarazo, Linares et al. 2007); sin embargo, es necesario tener en cuenta un
posible subregistro en nuestro pais, como consecuencia a debilidades en el
sistema de vigilancia; mientras que en Vancouver cuenta con un sistema de
vigilancia mas eficiente, siendo a su vez esta enfermedad de notificacion
obligatoria.

Algunas diferencias entre ambos grupos de aislamientos, que podrian estar
representando en algin momento un papel importante en la virulencia de los
aislamientos de Vancouver, son la actividad proteolitica determinada en los
aislamientos de Vancouver en comparaciéon con los aislamientos colombianos, los
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cuales no mostraron actividad proteolitica. En estudios previos realizados en
diferentes hongos, se ha reportado la importancia de proteasas en la virulencia,
debido a la capacidad de degradar proteinas tales como colageno, elastina,
fibrinbgeno, inmunoglobulinas y factores de complemento, causando dafio en el
tejido y proporcionandole nutrientes necesarios para el crecimiento y colonizacion
del hongo (Steenbergen and Casadevall 2003; Chan and Tay 2009). En algunos
estudios en ratones BALB/c infectados con C. neoformans se han observado
lesiones a nivel cutaneo, debido a la capacidad de sintesis de colagenasas, un
mecanismo de virulencia que le facilita la invasién en el hospedero (Muller and
Sethi 1972; Brueske 1985; Salkowski and Balish 1991; Buchanan and Murphy
1998; Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et al. 2009). No obstante, en el presente
estudio no fueron evidentes lesiones a nivel cutaneo en ninguno de los ratones
inoculados con los aislamientos tanto de Colombia como de Vancouver. También
es necesario tener en cuenta, que pese a la actividad proteolitica de los
aislamientos de Vancouver, no se puede afirmar con certeza una relacion directa
entre la virulencia y el grado de actividad proteolitica, puesto que el aislamiento
E152, el cual fue catalogado como el mas virulento, presentd una actividad
proteolitica baja, mientras que el aislamiento RB57 con una virulencia similar,
presentd una actividad proteolitica alta.

Otra diferencia importante entre ambos grupos de aislamientos es el tipo de pareja
sexual, puesto que los aislamientos colombianos poseen pareja sexual a y los
aislamientos de Vancouver, pareja sexual a. El tipo de pareja sexual en los
aislamientos de Vancouver, ha sido reportado en otros estudios como un aspecto
estrechamente relacionado con la virulencia (Kidd, Hagen et al. 2004;
Ngamskulrungroj, Sorrell et al. 2008), siendo mas virulentos los aislamientos con
pareja sexual o (Fraser, Giles et al. 2005). En un estudio reportado por Kwon-
chung y colaboradores, se evaluaron dos tipos de aislamientos que solo diferian
entre si por el tipo de pareja sexual, demostrando que los aislamientos pareja
sexual a fueron mas virulentos cuando se inyectaron intravenosamente en
ratones, observando que el 80% de los ratones infectados con la cepa MAT a
murieron a los 36 dias mientras que los ratones infectados con la cepa MAT a
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murieron a los 93 dias (Kwon-Chung, Wickes et al. 1992). En este estudio se
obtuvieron resultados similares, donde los aislamientos evaluados de Vancouver,
los cuales poseen pareja sexual a, mostraron una mayor virulencia al compararlos
con los aislamientos colombianos seleccionados (pareja sexual a).

Como otro hallazgo importante se determiné que no existe ninguna tendencia o
algun tipo de correlacion estadisticamente significativa, entre la virulencia de los
aislamientos y la capacidad de migracion a cerebro, pulmén y bazo, puesto que no
se observo diferencia en el numero de UFC/ml (P=0,89) (Anexo 16) recuperadas a
partir de estos oOrganos, entre los ocho aislamientos evaluados (Figura 29).
También se determind en 7 de los 8 aislamientos de C. gattii evaluados en el
modelo animal, una mayor recuperaciéon de UFC en cerebro; resultados también
observados en los ensayos en modelo animal con aislamientos de C. gattii
realizados por Huérfano y colaboradores (Huérfano, Cepero et al. 2003).

Por otro lado, no se observd asociacién entre el subtipo molecular y la capacidad
de migracion de C. gattii a los distintos 6rganos evaluados. Esto se ve reflejado
tanto en los aislamientos de Vancouver subtipo VGlla, donde el aislamiento E152
a pesar de ser el mas virulento, presentd una menor diseminacion a érganos que
el aislamiento E113; como en los aislamientos subtipo VGIIb, en los cuales se
observd que el aislamiento RB57 que posee una mayor virulencia que el
aislamiento RB28 (Figura 28), no presentd diferencia en el nimero de UFC/ml en
los distintos 6rganos examinados, con respecto a este ultimo aislamiento (Figura
29). Estos resultados sustentan lo determinado previamente en las cinéticas de
crecimiento a diferentes temperaturas (objetivo especifico 4), donde no se observo
diferencia estadisticamente significativa en la tasa de crecimiento entre los
aislamientos evaluados en este estudio.
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Cerebro B Pulmon Bazo

1

E152 E113 RB57 1-1511  1-2792 RB28 1-357 1-3030

Aislamientos seleccionados

Figura 29. Recuperacion de UFC/g de 6rgano, de cada uno de los aislamientos de
C. gattii serotipo B previamente inoculados, a partir de cerebro, pulmén y bazo de
ratones Balb/c. Los aislamientos son presentados en orden de mayor a menor
virulencia (izquierda a derecha) en el eje de las X, segun los resultados
observados en el modelo animal. En el eje de las Y, se presenta el Log en base 10
de las UFC/g de 6rgano.

También pudo establecerse una posible influencia de la capsula en la virulencia
observada, lo cual es un resultado que corrobora lo reportado en otros estudios,
donde se indica que un aumento en el diametro de la capsula es un factor que
influencia significativamente la virulencia en aislamientos pertenecientes al
complejo C. neoformans/C. gattii (Granger, Perfect et al. 1985; Fries and Jain
2008; Guerrero and Fries 2008; Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik et al. 2009;
Zaragoza, Rodrigues et al. 2009). Esto pudo hacerse evidente en este estudio,
puesto que los aislamientos seleccionados como mas virulentos, tanto de
Colombia como de Vancouver, se caracterizaron en su seleccion por estar entre
los aislamientos con mayor diametro capsula r. Un ejemplo claro de esto, en el
cual se observo que la Unica diferencia relevante era el diametro capsula r, se
observé en los aislamientos RB57 (grupo de mayor virulencia de Vancouver) con
un didmetro capsula r promedio de 0,49 nm y el aislamiento RB 28 (grupo de
menor virulencia de Vancouver) con un diametro promedio capsula r de 0,34 nm;
en donde el aislamiento RB57 caus6 el 100% de muerte en los animales al dia 15
de la prueba, mientras que el aislamiento RB28 caus6 el 100% de muerte en los
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animales al dia 30 (Figura 28). La variacion en el diametro de la capsula y su
efecto en la virulencia, ha sido también evidenciado en otros estudios donde han
silenciado algunos de los genes responsables de la sintesis de capsula ,
produciendo cepas acapsula das, incapaces de causar mortalidad en ratones
infectados, en comparacion con las cepas originales (Chang and Kwon-Chung
1994).

Al igual que el didmetro capsula r, es necesario tener en cuenta el diametro
celular, puesto que la disminucién del didmetro total de la blastoconidia de
Cryptococcus puede facilitar su colonizacion y migracion a diferentes tejidos, en
especial al sistema nervioso central (Fernandez-Concepcién O and Spanish. 2000;
Fries, Taborda et al. 2001; Guerrero and Fries 2008; Karkowska-Kuleta, Rapala-
Kozik et al. 2009; Zaragoza, Rodrigues et al. 2009). Dado que los aislamientos
procedentes del brote de Vancouver evaluados mostraron estadisticamente un
menor didmetro celular, esto les puede estar facilitando una migracién mas rapida
a los diferentes 6rganos, contribuyendo de forma significante en la virulencia
observada en este estudio y en estudios previos realizados con estos mismos
aislamientos (Fraser, Giles et al. 2005).

En cuanto a la importancia de las fosfolipasas en la virulencia observada en el
modelo animal, se pudo determinar que aparentemente no estan jugando un papel
significativo, puesto que en el presente estudio, los aislamientos colombianos
mostraron estadisticamente una mayor actividad en la enzima fosfolipasa en
comparacion con los aislamientos de Vancouver; sin embargo, estos ultimos
mostraron una mayor virulencia, siendo los dos aislamientos con mayor virulencia
dentro del grupo de Vancouver (E152 y E113), los dos aislamientos con menor
actividad en la enzima fosfolipasa dentro este grupo de aislamientos; resultados
similares a lo reportado por Huérfano y colaboradores, quienes evaluaron la
actividad de la fosfolipasa en aislamientos ambientales de C. neoformans var.
grubii y C. gattii, y no encontraron una relacion directa entre la produccion de
fosfolipasa y la virulencia (Huérfano, Cepero et al. 2003). Otros resultados
obtenidos por otros investigadores (Vidotto, Sinicco et al. 1997; Ma and May 2009)
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discrepan con lo observado en el presente estudio, puessto que Vidotto y
colaboradores demostraron que cepas de C. neoformans y C. gattii que tienen
silenciado el gen que codifican para la enzima fosfolipasa B, presentan en ratones
una virulencia atenuada comparada con las cepas originales, mostrando la
importancia de la fosfolipasa en la virulencia; datos similares han sido reportados
por Chen y colaboradores quienes demostraron una relacion entre la actividad
fosfolipasa y la virulencia, evaluada en ratones BALB/C inoculados con 4 cepas
que expresaban una alta, intermedia y baja actividad fosfolipasa (Chen, Muller et
al. 1997).

Es importante tener en cuenta que entre los aislamientos colombianos se
determind la no existencia de una diferencia estadisticamente significativa en la
actividad de la fosfolipasa, razon por la cual, esta no fue una caracteristica
relevante en la seleccion de los aislamientos colombianos mas virulentos y menos

virulentos a evaluar en el modelo animal.

Con respecto al papel de la enzima fenoloxidasa en la virulencia, se pudo
establecer que no representa un factor de virulencia determinante, puesto que
inicialmente no se observo diferencia estadisticamente significativa entre los dos
grupos de aislamientos (Colombia y Vancouver); sin embargo, al hacer un analisis
mas minucioso de los datos, se lograron determinar diferencias entre algunos de
los aislamientos evaluados. Pese a esto, los resultados obtenidos en el modelo
animal muestran que en los aislamientos incluidos en este estudio, la enzima
fenoloxidasa no constituye un factor de virulencia relevante. Un ejemplo puntual de
esto, se observo en los dos aislamientos que presentaron la mayor virulencia en el
modelo animal, E152 y E113 (Aislamientos VGlla), los cuales mostraron
discrepancia en la capacidad de sintesis de melanina, con 150,8 ug/mly 232,66
ug/ml, respectivamente (esta Ultima es la mayor sintesis de melanina dentro del
grupo de aislamientos de Vancouver); infiriendose que la actividad de la enzima
fenoloxidasa aparentemente no esta influyendo de forma significativa en la
virulencia de estos aislamientos. Estos resultados difieren a lo reportado en otro
estudio, en el cual se demostro en Cryptococcus una asociacion entre la virulencia
y la produccién de la fenoloxidasa. Para esto, produjeron cepas Mel- obtenidas a
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partir de cepas Mel+ mediante irradiacion ultravioleta. Las cepas Mel- y Mel+
fueron inoculadas en ratones albinos suecos, observando que los ratones
inoculados con las cepas mel+ murieron entre los dias 29 y 46 dias, mientras que
ningun raton inoculado con cepas Mel- murié a lo largo del estudio (Kwon-Chung,
Polacheck et al. 1982).

Por otra parte, es importante resaltar que los aislamientos de C. gattii CDCR 265
(VGlla) y CDCR 272 (VGIIb), procedentes de Vancouver, incluidos en nuestro
estudio, son aislamientos que ya han sido previamente evaluados en otro estudio
llevado a cabo por Fraser y colaboradores, en el cual determinaron que el
aislamiento CDCR 265 causaba la muerte en el 100 % de los ratones inoculados,
al dia 21, y el aislamiento CDCR 272 mantuvo el 100 % de supervivencia en los
ratones inoculados, durante 50 dias, que durd el ensayo (Fraser, Giles et al.
2005). En nuestro estudio, a estos dos aislamientos (CDCR 265 y CDCR 272) se
les evaluo los factores de virulencia anteriormente descritos en los objetivos 4 y 5;
sin embargo, no fueron seleccionados para ser evaluados en el modelo animal,
puesto que los parametros para la seleccion radicaban en la mayor y menor
expresion de los factores de virulencia evaluados. En nuestro ensayo de virulencia
evaluado en el modelo animal, el aislamiento E152, seleccionado con base a los
parametros antes mencionados como uno de los aislamientos de Vancouver con
mayor virulencia, y el cual produjo el menor porcentaje de supervivencia en el
modelo animal, causé la muerte del 100 % de los ratones al dia 12 después de la
inoculacién; mostrando asi, una mayor virulencia que el aislamiento CDCR 265,
evaluado en el trabajo de Fraser y colaboradores. Estos resultados sugieren que
los factores asociados a la virulencia que se tuvieron en cuenta, para la seleccion
de los aislamientos evaluados en nuestro ensayo en el modelo animal, pueden
estar representando un papel determinante en la virulencia de C. gattii serotipo B,
patrén VGII.

Otros estudios realizados en Colombia, en donde se ha empleado modelo animal
(ratones BALB/c) para evaluar la virulencia de aislamientos ambientales de C.
gattii serotipo C (Huérfano, Cepero et al. 2003) y serotipo B (Escandon, Quintero
et al. 2005), han mostrado una supervivencia del 100 % de los ratones inoculados
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con los aislamientos evaluados en cada trabajo; haciendo evidente por un lado, la
baja virulencia antes reportada en Colombia en aislamientos de C. gattii; y a la
vez, la alta virulencia que presentan los aislamientos clinicos de C. gattii incluidos
en el presente estudio, procedentes de Clcuta.

HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

Mediante las tinciones con Hematoxilina Eosina (HE) y Alcian Blue Pas (ABP), se
pudo observar a nivel de todos los aislamientos tanto colombianos como los
procedentes de Vancouver, un gran numero de levaduras a nivel de cerebro, datos
que concuerdan con lo observado en los resultados de UFC/ml recuperadas a
partir de los organos evaluados (Figura 29); sin embargo, se pudo determinar de
acuerdo a los hallazgos histopatologicos en pulmon, que en general todos los
animales murieron por neumonia y falla multiorganica.

Los hallazgos histopatolégicos en pulmén mostraron que los ratones inoculados
con los aislamientos de mayor virulencia colombianos y Vancouver, presentaron
un menor dafio tisular, en comparaciéon los ratones inoculados con los
aislamientos de menor virulencia provenientes de ambos grupos de aislamientos
(Colombia y Vancouver). En la figura 30 se observa extenso dafio tisular en
pulmén causado por el aislamiento 1-3030 (aislamiento colombiano con menor
virulencia), caracterizado por un alto niumero de infiltrados linfoides que conforman
areas de consolidacion que conllevaron a un cuadro clinico resuelto en
pneumonia. Mientras que con el aislamiento E152 (Aislamiento canadiense con
mayor virulencia) no se observa un dafio significativo a nivel de pulmédn,
caracterizado por una presencia minima de infiltrados linfoides; cuadro histologico
también observado en pacientes procedentes de Vancouver (Hoang, Maguire et
al. 2004). Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran que la gran
capacidad de diseminacion a tejidos, la expresion in vivo de los diferentes factores
asociados a la virulencia evaluados y diferentes mediadores de la respuesta
inflamatoria de tipo humoral, pueden llegar a ser la causa principal de la rapida
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muerte observada en los animales inoculados con los aislamientos mas virulentos

(Comunicacién personal: Parra, 2008).

Figura 30. Tincion con HE (10X), de tejido de pulmén de ratones BALB/c
inoculados con el aislamiento canadiense E152 (a) y el aislamiento colombiano I-
3030 (b) de C. gattii serotipo B. El tejido de pulmon infectado con el aislamiento
E152 muestra minimo infiltrado inflamatorio. La flecha indica las partes de tejido
sano caracterizadas por los espacios blancos propios del area alveolar. En
contraste, el aislamiento 1-3030 mostr6 un grave dafio en pulmén, caracterizado
por infiltrados linfoides sefalados en la imagen mediante flechas.

Otro aspecto relevante observado mediante los hallazgos histopatolégicos, en las
blastoconidias infectantes de los ocho aislamientos de C. gattii evaluados en
modelo animal, fue en cuanto al didmetro capsula r, el cual mostré aparentemente
ser mayor en pulmén que en cerebro, caracteristica observada al comparar las
blastoconidias de un mismo aislamiento en los distintos organos evaluados. Estos
hallazgos comparten lo observado en otros estudios, donde se ha reportado que
durante la infeccion la capsula aumenta de tamafo dependiendo el o6rgano
afectado, indicando que el ambiente en pulmon y cerebro actia como un inductor
activo de la expresion de la capsula (Buchanan and Murphy 1998; Janbon 2006).
Rivera y colaboradores demostraron que el tamafio de la capsula era mayor en
aislamientos causantes de infeccion en pulmoén que los encontrados en cerebro
(Rivera, Feldmesser et al. 1998), resultados similares a los observado en nuestro
estudio.
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A nivel de cerebro en todos los animales inoculados con los diferentes
aislamientos de Colombia y Vancouver seleccionados, se observd una minima
respuesta inflamatoria mononuclear que conllevé a un dafio tisular no significativo.
Sin embargo, en todos los animales se observo la presencia de edema a causa de
la gran cantidad de exopolisacarido que compone la capsula de las células de C.
gattii, el cual produjo un sindrome de hipertensién endocraneana, secundaria al
efecto de expansion que causa la presencia de exopolisacarido en el cerebro,
conllevando a una encefalomegalia observada Unicamente al momento de la
diseccion de los animales. En la figura 31 se muestra la escasa respuesta
inflamatoria a nivel de cerebro observada en ratones inoculados con los
aislamientos E152 (aislamiento procedente de Vancouver), aislamiento con mayor
virulencia observada en el modelo animal, y el aislamiento 1-3030 (aislamiento
colombiano), el cual fue el aislamiento que presento menor virulencia (mayor
porcentaje de supervivencia ) en el modelo animal (Figura 28).
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Figura 31. Tinciébn con HE (40X), en tejido de cerebro de ratones BALB/c
inoculados con el aislamiento canadiense E152 (a) y el aislamiento colombiano I-
3030 (b) de C. gattii serotipo B. En el tejido de cerebro infectado con los
aislamientos E152 y 1-3030 se observé una minima respuesta inflamatoria. La
flechas indican las partes en el tejido donde se observan blastoconidias de C.
gattii.
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Otro hallazgo importante observado mediante este estudio histologico, fue la
rapida migracion a pulmon y cerebro que presentaron los aislamientos con mayor
virulencia, en especial los aislamientos procedentes de Vancouver. Esto pudo
determinarse gracias al numero de blastoconidias presentes en los tejidos, el cual
fue mayor en los organos andlizados a partir de los ratones que murieron primero,
en comparacion con los organos procedentes de animales donde los aislamientos
inoculados no habian causado su muerte en ese momento de evaluacion. Estos
resultados soportan lo discutido anteriormente con base en el porcentaje de
supervivencia observado en el modelo animal, donde se resaltdé la importancia
qgue tuvieron los diferentes factores de virulencia, tales como el diametro celular,
capsula r y la actividad proteolitica, siendo principalmente estos los factores que
permitieron la clasificacion de mayor o menor virulencia de los aislamientos
evaluados en el modelo animal, con base a su expresion in vitro.
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CONCLUSIONES

1. Se recuperé un aislamiento de C. gattii serotipo B a partir de muestras
ambientales, siendo el primer aislamiento de este tipo reportado en la ciudad
de Cucuta.

2. En los aislamientos clinicos de C. gattii procedentes de Cucuta se confirmé,
mediante RFLP URA5, la presencia del patron molecular VGII, el mismo
causante de la epidemia en Vancouver.

3. Mediante MLST, se logré concluir que los aislamientos colombianos de C. gattii
evaluados, poseen una secuencia tipo propia y diferente a la establecida en los
subtipos VGllay VGIIb.

4. No se observaron diferencias en la tasa de crecimiento entre los dos grupos de
aislamientos de C. gattii, que les pudieran aportar ventajas adaptativas tanto en
el ambiente como en el hospedero.

5. La mayor actividad proteolitica, menor diametro celular y capsular, y el tipo de
pareja sexual a en los aislamientos de Vancouver, podrian estar contribuyendo
directamente en la alta virulencia observada con estos aislamientos.

6. Mediante la prueba de supervivencia en el modelo animal, se pudo concluir
que los aislamientos colombianos incluidos en este estudio poseen menor
virulencia que los aislamientos procedentes del brote de Vancouver.

7. La presencia de C. gattii patron VGII en Colombia y la similitud observada en
algunos factores asociados a virulencia entre los dos grupos de aislamientos,
evidencian la necesidad de vigilancia de casos asociados con este patrén
molecular.
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RECOMENDACIONES

e La baja tasa de recuperacion de C. gattii en el ambiente hace evidente la
necesidad de realizar un nuevo muestreo que nos permita identificar la fuente
de exposicién del paciente.

e Determinar la produccion de melanina en los aislamientos colombianos y los
procedentes de Vancouver a 37 °C, con el proposito de establecer posibles
diferencias o similitudes en la actividad de la enzima fenoloxidasa dentro del
hospedero, que permitan establecer una asociacion con virulencia y resistencia
a antimicoticos.

e Evaluar la expresion capsula r a 37 °C en los aislamientos colombianos y los
procedentes de Vancouver, y determinar una posible asociacion con los
resultados de virulencia obtenidos mediante el modelo animal en este estudio.

e Evaluar la capacidad de fructificacion haploide en los aislamientos de C. gattii
de Colombia y Vancouver, evaluados en el presente trabajo; con el propésito
de identificar el principal mecanismo de propagacion en el ambiente por parte
de estos dos grupos de aislamientos, y a su vez, tratar de entender si este
mecanismo esta influenciando de forma importante la densidad de la poblacion
de C. gattii serotipo B a nivel ambiental en la ciudad de Cdcuta y en
Vancouver, segun lo observado en este trabajo y lo reportado en otros
estudios.

e Evaluar la virulencia del aislamiento colombiano HO0058-1-255, el (nico
aislamiento pareja sexual o, con el fin de establecer la relevancia del tipo de
pareja sexual de este aislamiento, con respecto al resto de aislamientos
colombianos evaluados.

e Terminar el analisis de MLST en todos los aislamientos colombianos incluidos
en este estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes a partir de los cuales se recuperaron los aislamientos
colombianos de C. gattii serotipo B, incluidos en el estudio.

Factores de riesgo

Aislamiento ARO Genero *1 Manifestaciones clinicas 2 Tratamiento Desenlace
. . _______  Edad . . . %3 .
HOO58-1- aislamiento inicial vivo/muerto
M F Cor  Tr EA° F C NCCT VFNS H C
106 1999 x 43 X X X X AmB Vvivo
212 1993 x 54 X X X X X X FCz muerto
223 1993 x 41 X X X X X AmB Vvivo
255 1999 x 25 X X X FCz Vivo
881 1999 x 34 X X X X X X X AmB Vvivo
1278 2001 x 39 X X X X X AmB Vvivo
1511 2002 x 56 X X X X X X AmB Vvivo
2792 2007 x 51 X X X X X AmB
2877 2008 X 46 X X X X X X X AmB muerto
239 1993 X 8 X X X X X X - muerto

2

Manifestaciones clinicas ~ Tratamiento inicial ™3

F Fiebre AmB Anfotericina B

C Cefalea FCZ Fluconazol

N Nausea o vomito ITZ Itraconazol

CcC Confusion/Cambios mentales

T Tos Factores de riesgo *

\% Vision anormal o perdida de la vision Cor  Terapia Corticoesteroides
FN Focalizacion neurolégica Tr Transplante

S Signos meningeos EA Enfermedad Autoinmune
H Hidrocefalia o hipertensién endocraneana

CO Convulsiones

Nota: para los aislamientos H0058-1-357, H0058-1-2858 y H0058-1-3030, no se dispone de las historias clinicas.
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Anexo 2. Datos de las condiciones ambientales, sitios de muestreo, numero de arboles muestreados, muestras

procesadas y aislamientos recuperados, de los muestreos preliminares realizados en la ciudad de Cucuta.

Temperatura Humedad Precipitacion Sitios Arboles Muestras Aislamientos
Mes Dia media relativa total muestreados muestreados (n) procesadas (n) (n) Especie Serotipo
Parque Simén Bolivar 75 85 0
Martes 22 29,8 °C 69% 0mm Parque Quinta Oriental 75 86 0
Parque Pinos | 75 81 0
Pargue Pinos I 75 91 0
Malecén 1, 2, 3, 4 75 82 0
C.
San Eduardo 75 78 2 neoformans A
Enero . -
Miércoles 23 - - - C. gattii B
Igles_la San Eduardo 75 76 0
Bautista
Guamaralito 75 87 0
Atalaya 1 Etapa 75 82 0
Guamaral Av. Bogota 75 86 0
Jueves 24 . - - Bosque 75 84 0
Pescadero 75 85 0
Hospital Erasmo Meoz 64 76 0
Parque Santander 65 69 0
Martes 06 26,5°C 75% 0mm Parque Mercedez 68 71 0
Parque Colén 65 74 0
Parque Nacional 65 67 0
Barrio Antonia Santos 65 70 0
Aeropuerto 65 65 0
Mayo Zona La Libertad 65 69 1 C. gattii C
El Escobal 65 73 0
Parque San Rafael 65 74 0
Miércoles 07 28,8 °C 72% 0mm . C.
Estadio General 65 78 2 neoformans A
Santander "
C. gattii C
Parque San Luis 65 69 0
Parque Motilones 65 72 0
Jueves 08 29,7°C 71% 0mm Instituto Técnico Paz y
’ Futuro 65 76 0
Parque Simén Bolivar 100 190 0
Lunes 25 32,0°C 64% 0mm Universidad Francisco
José de Caldas 100 188 0
Parque Recreacional
Agosto Martes 26 31,0°C 71% 0mm San Rafael 100 205 0
Universidad Libre 100 210 0
Cementerio La
Miércoles 27 32,0°C 70% - Ezperanza 100 204 0
Zona La Libertad 100 134 0
Total 2412 3137 5
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Anexo 3. Datos generales de los muestreos mensuales realizados en la ciudad de Cucuta, en los que se tuvo en

cuenta los sitios a partir de los cuales se recuperaron aislamientos de complejo C. neoformans/C. gattii .

Temperatura Humedad Precipitacién Sitios Arboles Muestras Aislamientos
Mes Dia media relativa total muestreados muestreados (n) procesadas (n) (n) Especie
Barrio Antonia Santos 50 55 0
Lunes 03 28,9 °C 63,00% 0mm .
Primavera 50 50 0
Agosto Zona La Libertad 50 50 0
Viernes 21 28,1° C 65,00% 0mm Estadio General C.
Santander 50 50 1 neoformans
. Barrio Ospina Pérez 50 50 0
Domingo 06 30,3°C 57,00% 0mm Bafrio La Ermi
Septiembre arrio T rmita 50 50 0
Barrio Claret 50 51 0
° 0,
Lunes 14 31,4°C 49,00% 0mm Barrio La Laguna 50 50 0
. San Eduardo 50 55 0
Domingo 04 28,6° C 68,00% 0mm . .
Octubre Bardrlo Tasajer;) 50 50 0
Redoma cenabastos 50 53 0
° 0,
Lunes 19 30,4°C 60,00% 0mm Gueimaral 50 60 0
Estadio General
Lunes 9 28,6° C 68,00% 0mm Santander 50 50 0
. Zona La Libertad 50 50 0
Noviembre -
Estadio General
Martes 24 27,3°C 78,00% 0 mm Santander 50 50 0
Zona La Libertad 50 50 0
Estadio General
Jueves 12 24,3°C 89,00% 0mm Santander 50 50 0
= Zona La Libertad 50 50 0
Diciembre
Estadio General
Lunes 30 25,6° C 74,00% 0mm Santander 50 50 0
Zona La Libertad 50 50 0
Estadio General
Viernes 16 23,9°C 85,00% 0mm Santander 50 50 0
Zona La Libertad 50 50 0
Enero
Estadio General
Lunes 29 26,7° C 72,00% 0mm Santander 50 50 0
Zona La Libertad 50 50 0
Total 1200 1224 1
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Anexo 4. Medios de cultivo y soluciones de trabajo

Anexo 4a. Medio agar bifenil — semillas para ave (Guizotia abyssinica)

Es util para el aislamiento selectivo de C. neoformans el cual, a diferencia de otras
levaduras, crece produciendo un pigmento de melanina de color café oscuro
debido a la oxidacion de los substratos fendlicos del medio de cultivo por la
presencia de la enzima fenoloxidasa que posee el hongo.

Formula:

Guizotia abyssinica (semilla) 50 ¢
Glucosa 1lg
KH,PO4 1g
Creatinina 1lg
Bifenil (disuelto en 20 ml de alcohol absoluto) 1lg
Bacto - agar 15¢g
Agua destilada 1L
Aditivos:

Para cada 500 ml

Penicilina G (20U/ml) 0,5 ml

(0,24 mg/20 ml H20)

Gentamicina (80 mg/ml)

0 estreptomicina (40U/ml) 0,5 ml
(0,5333 mg/10ml de agua)

Preparacion:

Triturar 6 licuar las semillas de Guizotia abyssinica en revolucion alta por 5
minutos y adicionar a 1000ml de agua destilada

Hervir por 30 minutos, filtrar en papel filtro o gasa y ajustar el volumen a 1000m|
Adicionar los componentes restantes excepto el agar al filtrado y disolver

Si se requiere, enfriar a temperatura ambiente y distribuir en botellas de 500 ml
Adicionar 7,5 g de agar a cada botella de 500 ml

Adicionar la gentamicina (la penicilina y estreptomicina se deben adicionar
después de esterilizar el medio)
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Esterilizar en autoclave 110 °C por 20 minutos

Enfriar a 48 °C y adicionar 0,5 ml de penicilina G y estreptomicina si no se uso
gentamicina en el paso anterior a cada botella de 500 ml

Mezclar suavemente y servir en cajas de Petri plasticas

Control de esterilidad:
Incubar una caja a 37 °C durante 24 horas; descartar el lote si observa algun
crecimiento

Técnica:

1. Sembrar el aislamiento a evaluar durante 24-48 horas en medio Sabouraud a
27 °C.

2. Realizar la siembra por estria en una caja de agar bifenil — semillas para ave.

3. Incubar a 27 °C durante 72 horas con lecturas diarias.

Interpretacion:
La presencia de la enzima se determina por la aparicion de colonias de levaduras
pigmentadas de color café oscuro.

Controles:  Positivo Cryptococcus neoformans Negativo Candida
albicans

Referencia: (Staib 1985; Escanddn 2009)

Anexo 4b. Medio de canavanina-glicina-azul de bromotimol sodico (C.G.B)

Se emplea como ayuda para la determinacion de la variedad de los aislamientos
del complejo C. neoformans/C. gattii. Se basa en la capacidad que tienen los
aislamientos de C. gattii de emplear la glicina como fuente de carbono y nitrégeno,
y adicionalmente ser resistentes a la canavanina. Cuando los aislamientos de C.
gattii se siembran en este medio, se obtiene una coloracion azul debido a la
alcalinizacion del amonio liberado durante la degradacion de la glicina. Esta
alcalinizacibn no se produce con los aislamientos de las variedades grubii y
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neoformans por que generalmente no pueden asimilar la glicina o son sensibles a
la canavanina.

Férmula:
1. Solucién A

Glicina 10 g

KH,PO4 1g

MgSO, 1g

Tiamina HCI 1mg
Sulfato de L-canavanina 30 mg
Agua destilada 100 mi

Ajustar pH a 5,6
Se esteriliza por filtracion, poro 0,45 u

2. Solucion B
Azul de bromotimol sédico* 0,449
Agua destilada 100,0 ml

*Si el azul de bromotimol no contiene sodio, se agregan: azul de bromotimol (0,4
g), hidroxido de sodio 0,01 N (64 ml) y agua destilada (36 ml)

Preparacion:

- Colocar 20 ml de la soluciéon B en un matraz de 2 L, agregar 880 ml de agua
destilada y 20 g de agar bacterioldgico.

- Disolver al calor y esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

- Dejar enfriar en bafio Maria a 50 °C y agregar 100 ml de solucion A.

- Distribuir rapidamente en tubos de ensayo (0 en cajas de Petri) y dejar solidificar
Almacenar en refrigeracion.

Técnica:

1. Sembrar en el medio CGB una colonia fresca de C. neoformans.
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2. Incubar a 27 °C por 72 horas y realizar lecturas cada 24 horas.
Interpretacion:
El viraje del indicador, azul de bromotimol sédico, de amarillo verdoso a azul

permite la identificacion de Cryptococcus gattii

Controles:
Cryptococcus neoformans var. grubii y neoformans (control negativo).

Referencia: (Kwon-Chung, Polacheck et al. 1982; Escandon 2009)

Anexo 4c. Medio V8

Jugo V8 50 ml
KH,PO,4 059
Agar 409
H-O 1L

Procedimiento:
Ajustar el pH a 7,2.
Esterilizar por autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Referencia: (Kwon-Chung 1976; Escandon 2009).

Anexo 4d. Medio minimo + L-Dopa
Glucosa 15mM 0,549
MgSO4 10mM 0,249
KH2PO4  29,4mM 0,89
Glicina 43mM 0,64q
Tiamina 30mM 0,002g

Agar 1,5% 39
L-dopa 1,0mM 0,049
Agua destilada 200ml
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Disolver al calor y esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Referencia: (Franzot, Mukherjee et al. 1998; Escandon 2009).

Anexo 4e. Agar YCB suplementado

H20 160ml

Agar 1.8% 3,6gr

Disolver al calor y esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Dejar enfriar a 50 °C y adicionar YCB solucion 20ml y BSA+PP solucion 20ml

YCB solucién
YCB (Difco) 11,7%  2,34gr
Agua destilada 20ml

Solucion albumina bovina sérica + polipeptona (BSA+PP)
BSA Fraccion V (sigma) 1% 0,2gr

Polipeptona 0,1% 0,02gr

Solucién decolorante

Metanol 40% 40ml
Acido acético 10%  10ml
Agua destilada 50ml

Solucién de azul de Coomasie
Azul brillante de coomasie 0,1%  0,2g
Solucién decolorante 200ml

Referencia: (Leone and Cabeli 1999; Escandon 2009).
Anexo 4f. Agar Sabouraud suplementado con yema de huevo

Glucosa 4%

Peptona 1%
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Agar 1,75%
NaCl M
CaCl2 5mM

Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.
Dejar enfriar a 50 °C y adicionar: yema de hueva enriquecida 50% (Difco) para

una concentracion final 2,5% (50ml/L).

Referencia: (Margaret and Price 1982; Escanddn 2009).

Anexo 4g. Medio para determinacion de la ureasa (micrométodo)

Se emplea para determinar la habilidad de hidrolizar la urea debido a la presencia
de la enzima ureasa

Formula:

Urea (Difco) 6,009
Extracto de levadura 0,03¢g
Rojo de fenol 3,00 mg
KH,PO,4 0,41 g
Na,HPO, 0,43 ¢

Agua destilada 150,00 ml

Preparacion: mezclar todos los reactivos y esterilizar por filtracion.

Referencia: (Torres, Alvarado et al. 2008; Escandon 2009).

Anexo 5. Prueba de aglutinacion en lamina para serotipificacion de los
aislamientos del complejo C. neoformans / C. gattii.

Esta técnica se empleo para la deteccion del polisacarido capsula r de
aislamientos pertenecientes al complejo C. neoformans/C. gattii , mediante la
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aglutinacion con anticuerpos policlonales especificos para los serotipos A, B, C y
D.

Para esta técnica se requiri6 marcar una lamina de vidrio transparente con las
letras de cada uno de los serotipos A, B, C y D, al frente de cada una de las
columnas y con los nimeros de las cepas a serotipificar al frente de cada una de
las filas (Figura 32). Se preparo una suspension de cada una de las cepas a
serotipificar a una concentracion similar al tubo 2 de Mc Farland, en solucion
salina al 0,85%, a patrtir de la cual se tomaron 25 pl y se colocaron en los cuatro
circulos, al frente de su respectiva fila. Posteriormente se colocaron 25 ul del
antisuero de C. neoformans serotipo A, en todos los circulos localizados al frente
de la columna marcada con A; este procedimiento anterior se repitié con los otros
3 antisueros (B, C y D). Se realizo una mezcla homogéneamente con un palillo de
madera esteril y se dejo la lamina de vidrio en agitacion durante 10 minutos 160
rpm, observando la aparicion de una reaccion de aglutinacion.

Nota: la aparicion de aglutinacion en alguno de los circulos (A, B, C y D) indica el
serotipo del aislamiento de Cryptococcus.

A B C D

Cepal

Cepa 2

Cepa 3

Cepa 4

Cepa 5

Cepa 6

Figura 32. Diagrama de serotipificacion.

Referencia: (Ikeda, Shinoda et al. 1982; Escandon 2009).

Anexo 6. Protocolo de extraccion con perlas de vidrio
Este es el protocolo que se emplea actualmente para realizar PCR huella digital y
PCR del gen URAS.
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Materiales:

Cultivo de C. neoformans de 48 horas en agar YEPD
TENTS (Tris 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, pH 8,0, NaCl 200 mM, triton 2%, SDS
1%)

Fenol equilibrado — Cloroformo

Etanol 100% frio

Etanol 70% frio

TE pH 8,0

Rnasa A

NaCl 5M

Asas 10 pl estériles nuevas

Perlas de vidrio (0,2 mm)

Vortex

Microcentrifuga

Pipetas (1000 pl, 200 pl, 0,5-10 pl)

Eppendorf

Puntas estériles nuevas

Congelador -20 °C

Incubadora 37 °C

Hipoclorito

Técnica:

- Sembrar cada aislamiento en agar YEPD (extracto de levadura 1%, peptona 1%,
glucosa 2%, agar 1,5%) durante 48 horas. Colocar dos asadas del aislamiento a
estudiar en 0,5 ml de TENTS.

- Adicionar 0,2 g de perlas de vidrio (0,2 mm) y 0,5 ml de fenol:cloroformo (25:24)
y agitar constantemente en vortex durante 2 minutos (el fenol debe estar
equilibrado segun el anexo y la mezcla fenol: cloroformo debe descongelarse y
mezclar antes de usar).

- Centrifugar durante 10 minutos a 14.000 rpm y transferir la fase acuosa a un
nuevo eppendorf.
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- Adicionar 1 volumen de etanol 100% y colocar las muestras a -20 °C durante una
hora.

- Centrifugar a 14.000 rpm durante 30 minutos y lavar con 200 ul de etanol al 70%,
centrifugando a 14.000 rpm durante 10 minutos.

- Descartar el sobrenadante y resuspender el ADN en 0,5 ml de TE, pH 8,0 que
contenga 50 ug/ml de Rnasa A e incubar a 37 °C durante 30 minutos.

- Extraer el ADN nuevamente con 500 pl de fenol: cloroformo, centrifugar a 14.000
rpm durante 10 minutos y transferir la fase acuosa a un nuevo ependorf.

- Reprecipitar con 20 ul de NaCl 5M y 1 volumen de etanol 100%. Almacenar a —
20 °C durante 1 hora.

- Centrifugar a 14.000 rpm durante 30 minutos, descartar el sobrenadante y lavar
con 200 pl de etanol al 70% centrifugando a 14.000 rpm durante 10 minutos.

- Descartar el sobrenadante y secar el ADN en bloque a 37 °C (tener precaucion
de que no quede ni una gota en el tubo) y resuspender en 100 pul de TE.

- Almacenar a 4 °C durante toda la noche para resuspender el ADN.

- Determinar la concentracion de ADN final con la siguiente férmula:
Concentracion = D.O. 260 nm x 50 x factor dilucion

- Ajustar a la concentracion deseada.

Referencia: (Casali, Goulart et al. 2003; Escanddn 2009).

Anexo 7. RFLP del gen URAS (Orotidin Monofosfato Pirofosforilasa) (OMPasa)

Materiales:

ADN gendmico (10 ng/pl)

Buffer de PCR 10X: Tris-HCI 10 mM pH 8,3, cloruro de potasio 50 mM

Cloruro de magnesio 50 mM (Invitrogen)

Deoxinucleotidos (dNTPs): 0,2 mM de cada uno (dATP, dTTP, dCTP, dGTP
(Promega)

Acetato de magnesio 50 mM (Sigma)

Iniciadores (10 ng/ul): URA5ATG TCC TCC CAAGCC CTCGACTCCG
SJ01 TTA AGA CCT CTG AAC ACC GTACTC
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Amplitag DNA polimerasa (1,5 U/ul) (Invitrogen)

Agua para PCR

Técnica:

Cada reaccion de PCR se realiza en un tubo de 0,5 mL con un volumen de 50 pl

gue contiene:

24,7 ul de agua desionizada estéril
5 ul de DNA (10 ng/pl)
20,3 pl de la mezcla master:
1,5 pl MgCls,
5 ul de buffer de PCR 10 X
0,5 ul de dNTPS
3 ul de acetato de magnesio (50 mM)
5 ul de iniciador URA 5 (10 ng/ul)
5 pl de iniciador SJ 01 (10 ng/pl)
0,3 ul de Amplitaq

Las reacciones de PCR se realizan en un termociclador LabLine con las

condiciones mostradas en la tabla 13.

Tabla 9. Condiciones PCR URA5

Denaturacion inicial

91 °C durante 3 minutos

35 ciclos:

Denaturacion 94 °C durante 45
segundos

Anillamiento 62 °C durante 1 minuto

Extensién 72 °C durante 2 minutos

1 ciclo final de extension

72 °C durante 10 minutos

Ciclos de enfriamiento

4 °C por 24 horas
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Los productos de PCR se visualizan en un gel de agarosa 1,4% y se corre a 100 V
durante 1 hora

Notas:

Todos los ADN vy los reactivos fueron mantenidos en hielo durante la preparacion
de las reacciones para reducir el riesgo de la degradacién de ADN, inactividad de
la enzima o amplificaciones no especificas

Hay que tener cuidado de asegurar que siempre se use el mismo termociclador
para todos los procedimientos de PCR. Diferentes marcas y modelos de
termocicladores pueden afectar la amplificacion del ADN debido a diferencias en
los bloques de calentamiento

Restriccion:

- Se emplean las enzimas Sau96l! y Hhal.

- Las condiciones de la mezcla para la restriccion con un volumen final de 30 pl
son:

17 pl de producto de PCR

0,5 ul Sau 961 (10U/ul)

3,0 ul de buffer NeBa (10X)

0,5 ul BSA

8,75 ul agua

- La restriccion de realiza a 37 °C toda la noche en bafio de Maria.

- Los productos de amplificacion se corren en geles de agarosa al 2,5% con 20pl
de bromuro de etidio (0,5 mg/ml).

- El gel se corre a 80 V durante 3,5 horas.

Referencia: (Stuart 2001; Escandon 2009).

Anexo 8. PCR — HUELLA DIGITAL
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Materiales:

ADN gendmico (10 ng/ul)

Buffer de PCR 10X: Tris-HCI 200 mM pH 8,4, cloruro de potasio 500 mM
(Invitrogen)

Deoxinucleotidos (dNTPs): 20 mM de cada uno dATP, dTTP, dCTP, dGTP
(Promega)

Acetato de magnesio 50 mM (Sigma)

Cloruro de magnesio 50 mM (Invitrogen)

Iniciador (10 ng/pl): M13, (GACA)4 6 (GTG)s

Albumina Sérica Bovina (BSA) 100X (New England Biolabs)

Taqg DNA polimerasa, recombinante (5 U/ul) (Invitrogen)

Agua para PCR (doblemente desionizada, destilada y estéril)

Técnica:
M13 es un iniciador especifico minisatélite derivado a partir de la secuencia core
del fago M13 (5'GAGGGTGGCGGTTCT 3') (Meyer et al 1993)

Cada reaccion de PCR se realiza en un tubo de 0,5 mL con un volumen final de 50
ul que contiene:
31,5 ul de agua desionizada estéril
2,5 pl de ADN (10 ng/ul)
16 ul de la mezcla master:
5 ul de buffer de PCR 10 X
0,5 ul de dNTPS
3 ul de acetato de magnesio
4 ul de iniciador M13
2 ul de cloruro de magnesio
1 pl de BSA
0,5 ul de Amplitaq

Las condiciones de la PCR son:
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35 ciclos:

Denaturacion 94°C durante 20
segundos

Anillamiento 50°C durante 1 minuto

Extension 72°C durante 20
segundos

1 ciclo final de extension 72°C durante 6 minutos

Ciclos de enfriamiento 4°C por 24 horas

Los productos de M13 se corren durante 6 horas a 80 V en un gel de agarosa al
1,4%.

Notas:

- En la optimizacién del procedimiento de PCR (Meyer et al 1993) se encontrd
empiricamente que suplementando las reacciones con acetato de magnesio 3 mM
se incrementa la reproducibilidad de los patrones obtenidos por amplificacion de
ADN fungico.

- Hay que tener cuidado de asegurar que siempre se use el mismo termociclador
para todos los procedimientos de PCR. Diferentes marcas y modelos de
termocicladores pueden afectar la amplificacion del ADN debido a diferencias en
los bloques de calentamiento.

- Es necesario usar puntas con filtro en la preparacion de la master mix.

Referencia: (Meyer, Marszewska et al. 1999; Escanddn 2009).

Anexo 9. Extraccion y cuantificacion de melanina

Se emplea para extraer y cuantificar melanina producida por aislamientos del
complejo C. neoformans/C. gattii en un medio inductor de pigmentacion bajo

condiciones alcalinas que permiten la solubilidad de la melanina.

Materiales:

129




Agar glucosado de Sabouraud

Medio minimo L-dopa

TN (50 mM Tris (pH 7,5), 10 mM NaN3)
TES (50mM Tris (pH 7,5), 20mM EDTA, 10% SDS)
DMSO

NaOH

Melanina Sintética (SIGMA ref. M0418).
Perlas de vidrio (0,2mm)

Puntas blancas

Escala de Mc Farland

Agua miliQ

Agua destilada

Técnica:

- Se cultivan los aislamientos de C. gattii entre 7 a 21 dias o hasta que se observe
macroscopicamente la pigmentacion.

- Se recogen las blastoconidias en 1 ml de buffer TN sobre hielo. Ajustar a 625nm
a una absorbancia de 2.1nm que equivale a 33 x 10° cel/ml.

- Centrifugar, en una centrifuga clinica a 3000 rpm durante 10 min. Aspirar el
sobrenadante con pipetas de 10pl.

- Resuspender las células en 50 pl de TES y calentar a 98 °C por 3 minutos (bafio
serologico). Este paso debe ser hecho rapidamente para inactivar proteasas. Las
muestras pueden ser almacenadas a —20 °C después de esto.

- Agregar 0,2g de perlas de vidrio de 0.2 mm. Agitar vigorosamente con vortex por
dos minutos para romper la capsula con perlas de vidrio.

- Adicionar 100 ul de TES, vortex brevemente y calentar a 98 oC por dos minutos.
- Se centrifugan a 3000 RPM durante 10 minutos a 4 °C.

- Se separa el sedimento del sobrenadante.

- Resuspender el sobrenadante en 100uL de NaOH 1N y el sedimento en 200ul
NaOH 1N.
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- Mezclar usando ciclos de 2 minutos en vortex y 2 minutos en hielo por 20
minutos (10 veces), para lograr un buen lisado celular, en condiciones alcalinas.
Los lisados se diluyen con H,O miliQ hasta completar 550uL; posteriormente se
les adiciona DMSO 10% (55uL) y se incuba por 2 horas a 80 °C para lograr la
dilucién del pigmento.

- Se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Se separa el sobrenadante
y se cuantifica en espectrofotometro a 475nm de longitud de onda, usando NaOH
1N como blanco. Blanco experimentacion: 100ul NaOH 1N + 450ul H,O miliQ +
55ul DMSO.

- La concentracion de melanina se determina realizando una curva de calibracion
con diluciones seriadas de concentraciones conocidas de melanina.

Céalculos: De acuerdo a la curva de calibracion previamente estandarizada los
valores obtenidos de la regresién de esta son: A=-0.00318 B= 0.00195 (B=m
A=Db)

La ecuacion es: Y=m x+ b Y= absorbancia de la muestra a 475nm
X= Concentracion de melanina en pg/ml

Cepas control:
C. neoformans (H0058-1-2257). Presenta actividad baja
C. neoformans (HO058-1-1959). Presenta actividad alta

Referencia: Este protocolo es una ligera modificacion del método empleado en el
Laboratorio de Fisiologia molecular (INS) para la cuantificacion de melanina de
melanocitos estandarizado por el doctor Luis Alberto Gomez (Protocolo no
publicado).

Anexo 10. Determinacion del tipo de pareja sexual mediante PCR.

Materiales:
ADN gendmico extraido por el método de las perlas de vidrio
Buffer de PCR 1X: Tris-HCI 10 mM pH 8,3, cloruro de potasio 50 mM (Corpogen)
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Cloruro de magnesio 3 mM (Corpogen)
Deoxinucleotidos (dNTPs): 0,2 mM de cada uno (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
(Promega)
Iniciadores (0,2 uM): MfaU: 5 TTCACTGCCATCTTCACCACC 3

MFaL: 5 TCTAGGCGATGACACAAAGGG 3

MFa2U: 5" ACACCGCCTGTTACAATGGAC 3

MFa2L: 5° CAGCGTTTGAAGATGGACTT T 3
Amplitag DNA polimerasa (2,5 U/ul) (Corpogen)
Agua de PCR

Cepas control:

INS H0058-1127 (JEC20, serotipo D, pareja sexual “a”)

INS H0058-1128 (JEC21, serotipo D, pareja sexual “a”)

Estas cepas fueron suministradas por Dee Carter de la Universidad de Sydney
Australia.

PCR pareja sexual “a”

Cada reaccion de PCR se realiza en un tubo de 0,5 mL con un volumen final de 50
ul que contiene:

- 16,28 pl de la mezcla master que contenga:

Reactivo Cantidad x1
Bufferde PCR 10 X | 5 ul
dNTPS 5ul
MgCl, 3u
MfaU 1,2 pl
MFaL 1,58 pl
i Taq 0,5 ul
- 30,72 pl de agua para PCR

- 3 pul de ADN

PCR pareja sexual “a”
Cada reaccion de PCR se realiza en un tubo de 0,5 mL con un volumen final de 50
ul que contiene:
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22 ul de la mezcla master que contenga:

Reactivo Cantidad x1
Buffer de PCR 10 X | 5 pl

dNTPS 5 ul

MgCl, 1,5l
Mfa2U 5ul

Mfa2L 5ul

Taq 0,5 pl

- 27 pl de agua des
- 1 pl de ADN

Programacion:

ionizada esteril

Denaturacion inicial

94 °C durante 5 minutos

30 ciclos:

Denaturacion

94 °C durante 1 minuto

Anillamiento

55 °C durante 1 minuto

Extension

72 °C durante 1 minuto

1 ciclo final de extension

72 °C durante 7 minutos

Ciclos de enfriamiento

4 °C por 24 horas

Los productos de PCR se

100 V durante 1 hora.

visualizaron en un gel de agarosa 2,5% y se corrié a

Referencia: (Fraser, Subaran et al. 2003; Haliday and Carter 2003; Escandon

2009).
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Anexo 11. Informacion de las condiciones empleadas en el MLST.

Gene
locus

CAFPSQ

RO

PLRI

Gene
product

Capsular
associated
protein

Cilyceraldehyde-
}-phosphate
dehydrogenase

Phospholipase

Chromo-
some
location™

Primer name and sequence (1 not
specified differently primers listed
will work for Ca. and Cg)

CAPSYF 5" CTCTACGTOGA
GUAAGTUAAG 17
CAPSSR & TCOGUTGCA
CAAGTOATACCC 3

Alternative primers:
CAPSOLF 5 GTGAACAA
GUTGOGGE Y

CAPSOLR 5 GGATTCAG
TOTGOTOOAAGA ¥
GPDIF 37 CCACCOGAACCT
TTCTAGGATA ¥

GPDIR 5 CTTCTTGGCA
CCTOCCTTOAG &

PLBIF & CTTCAGGUGGA
GAGAGHTTT ¥

PLBIR 5 GATTTGOGOGT
TGGTTTCAGT ¥

Amplification conditions

947 3min; 35 cyeles: 94°C 30s, 3670 s,
72°C Imin

Alternative conditions:

30 cvcles: 94°C 30y, 6870 M, 7270
Imin

or:

30 eveles: 95"C dmun, 93°C 30s, 54°C
305, 72°C Imin

35 cvcles: 94°C 30s, 60°C 305, 72°C

1min

QL7 3min; 35 cyeles: W40 455, 6370
Imin, 72°C 2min

Alternative conditions:

12 eveles: 62 —56°C step-down 2°C
every 2 cveles 95°C 3 min; 95°C M0 sec,
62 —56°C M s, 72°C 1 min; followed
by 25 gycles: 9570 505, 56°C Mg, 72°C

1 min

027 3ming 30 cyeles: 9470 455, 617C

455, T2°C Imin

Alternative conditions:

12 eveles; 62 —56°C step-down 2"C every
2 cyeles 3°C 3 min; #5°C 30 5, 62 —56°C
3005, 72°C 1 min; followed by 25 cycles:
95°C 30 s, 56°C M s, 72°C1 mun

Mo, of Analysed sequence fragment,
bases start (5) and end (37) points”
analysed
(bp)”

559 5- ACGGTACGOGCCG
GAGACAGAATE-

543 5 GOTTTOGGTACG
GACCCTGUOCAA-5

532 5- TGTTACTTGGATT
CTGGAACATOG-37
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Crene Ciene
locus product

SO0 Cu, In superoxide
dismutase

URAY  Orotidine
monophosphate
pyrophosphorylase

T8 Ribosomal RNA
intergenic spacer

Note: *The sequences of the penome of strain H99 (C. keoformans var. gruhii, VNI at the Broad Institute (hitpofwww broad mitedu) were used as the master sequences. MNucle

Chromo-
some
location®

Primer name and sequence (1f not
specified differently primers listed

will work for Ca. and Cg)

Primers for Co.

SODICNF S AAGCCTCT
CATCCATATCTT ¥
SODICNKE S TTCAACCAC
CAATATOTA ¥

Primers for Cp.

SODICGE 5 GATCCTCAC
GUCATTACG ¥
SODICGR 5 GAATGATG
COUTTAGTTOOA 3
Alternative primers for Ca
SOD1-f 5 TCTAATCGAAA
TOOTUAAGG 3

S0OD1-r & CGCAGCTGTT
COTCTGOATA ¥

URASF 5 ATGTCCTCCCA
AGOCCTOGAC 17

LRASR 5 TTAAGACCTCT
GAACACCGTACTC ¥

IGSF 3" ATCCTTTGCAGA
COACTTGA 3

IGSK 3 GTGATCAGTGE
ATTGUATGA ¥

Amplification conditions

94°C 3min; 35 cycles: 94°C 30s,
52°C 30s, T2°C 1.5min

12 cyvcles; 62 —36°C step-down 2°C
every 2 oycles 95°C 3 min; 95°C M) sec,
62 —56°C 30 sec, T2°C1 min; followed
b 25 oyeles: 95°C 30 sec, 56°C 30 sec,
73C1 min

94°C 3min; 33 cyeles: 94°C 455, 63°C
Imin, 72°C 2min

Alternative conditions:

30 cvcles: 94°C 455, 63°C Imin, 72°C
2min {(Conl)

26 cycles: 9470 30 s, 68°C 30s, T2°C
30s (Cg )

or:

30 eveles: 95°C 3 min; 95°C M) see, §3°C
30 sec, 72°C lmin

94°C 3min; 33 cyeles: 9470 308, 6070 s,
72°C Imin

Alternative conditions:

30 cvcles: 9470 305, 5670 M5, 720
Imin

shown in bold typeface denote nucleotide bases that could vary between the differcnt molecular tyvpes

Referencia: (Meyer, Aanensen et al. 2009).

Mo, of
analysed

(bp)”

7060 5 - CCACGTGUTOGCA
COTGTCAATGC-3

535 5 -ATCGCTCACCGOT
GUOCATTGTCA-Y

Gl 5 - TTTTOGGCAACTCT
TGGAAAGCTC-2"

123 3 -TAAGCCCTTGTTAA
AGATTTATTG-2"

Analysed sequence fragment,
bases start (5') and end (37) points”

136




Anexo 12. Resumen del patron molecular y los resultados obtenidos en las pruebas fenotipicas de los factores de

virulencia evaluados en los aislamientos colombianos de C. gattii serotipo B.
. - . ) Morfologia colonias
HOO58 - | Patron Switching Re\(ersyon Diametro capsular Diametro i
Molecular Switching (nm) celular (hm)  Tamafio (mm) Textura Forma
106 VG 11 + + 1,19 5,00 7,5 lisa S
212 VG 11 + - 1,31 5,05 9,5 mucoide S
223 VG 11 - NE 1,69 5,56 12 mucoide S
255 VG 11 + - 1,06 5,71 7 mucoide S
357 VG 11 + - 0,91 4,55 10 mucoide S
881 VG 11 + + 1,01 4,80 10,3 mucoide S
1278 VG 11 + + 1,59 5,71 9,1 mucoide S
1511 VG Il - NE 1,01 4,75 7,1 lisa S
2792 VG I + + 1,41 6,82 8,4 lisa S
2858 VG 11 + + 0,93 6,97 8 lisa S
2877 VG Il + + 1,04 4,65 9,3 lisa S
239 VG I + + 1,64 6,41 7,6 mucoide S
3030 VG 11 + + 0,77 2,50 7,83 lisa S
HOO58 - | Crecimiento Fenol oxidasa Proteasas Fosfolipasas Pareja Sexltria\llitro

a37°C Eoalanominal _ (ngiml) Promedio Pz Actividad _ Promedio Pz _ Actividad PCR T 7
106 - 3 0,691 1 nula 0,60 media a a -
212 + 3 0,186 1 nula 0,57 media a a -
223 + 4 0,753 1 nula 0,67 media a - -
255 + 1 0,079 1 nula 0,60 media a - a
357 + 3 0,681 1 nula 0,68 media a a a
881 + 3 0,657 1 nula 0,63 media a a -
1278 + 2 0,707 1 nula 0,68 media a a -
1511 + 4 0,604 1 nula 0,66 media a a -
2792 + 3 0,715 1 nula 0,60 media a a -
2858 + 2 0,827 1 nula 0,61 media a a -
2877 + 2 0,449 1 nula 0,57 media a - -
239 + 1 0,558 1 nula 0,63 media a - a
3030 + 2 0,689 1 nula 0,57 media a - a

NE: no establecido; 1* : controles JEC 20 (a) y JEC 21 (a); 2* : controles JF 101 (a) y JF 109 (a).
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Anexo 13. Resumen del patron molecular y los resultados obtenidos en las pruebas fenotipicas de los factores de

virulencia evaluados en los aislamientos canadienses de C. gattii.

Morfologia colonias

HOO58 - | Registro Patrén Switching Re\./ers.ién Diametro capsular ~ Diametro Tamaro
Molecular Switching (nm) celular (nm) (mm) Textura Forma
2975 CDCR 265 VGlla + + 0,48 2,22 8,6 lisa S
2976 CDCR 268 VGlla + + 0,44 2,3 9 lisa S
2977 CDCR 406 VGlla + + 0,42 1,94 9,6 lisa S
2978 CDCR 507 VGlla + + 0,45 2,27 7,6 lisa S
2979 CDCR 540 VGlla + + 0,39 1,89 8,3 lisa S
2980 CDCR 500 VGlla + + 0,47 2,1 7,6 lisa S
2981 F 2596 VGlla + + 0,48 2,1 7,6 lisa S
2982 E113 VGlla + + 0,37 1,92 7,5 lisa S
2983 E 152 VGlla + + 0,49 2,63 8,6 lisa S
2984 RB 48 VGlla + + 0,47 2,55 8,6 lisa S
2985 RB 50 VGlla + + 0,4 1,99 9 lisa S
2986 CDCR 272 VGllb - NE 0,72 2,17 9,6 mucoide S
2987 ENV 133 VGIIb + + 0,37 2,02 10 lisa S
2988 ENV 129 VGIIb + + 0,35 2,05 7,3 lisa S
2989 RB 28 VGIIb + + 0,34 1,69 8,3 lisa S
2990 RB 31 VGIIb + + 0,42 2,02 8,3 lisa S
2991 RB 52 VGlIb + + 0,49 2,35 8 lisa S
2992 RB 57 VGIIb + + 0,49 2,4 8 lisa S
2993 RB 67 VGIIb + + 0,47 2,25 11 lisa S
2994 152A-6 VGllb + + 0,58 2,5 10 lisa S
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Pareja sexual

HOOSS-1  Registro Crzci;iecmo Fenol oxidasa Proteasas Fosfolipasas - Vi

Escala nominal (ug/ml) Promedio Pz Actividad ~ Promedio Pz Actividad 1* 2t
2975 CDCR 265 + 3 0,6645 0,84 baja 0,75 baja 0 - {
2976 CDCR 268 + 4 0,559 0,80 baja 0,75 baja 0 - 0
2977 CDCR 406 + 3 0,5775 0,81 baja 0,76 baja 0 - 0
2978 CDCR 507 + 3 0,5265 0,83 baja 0,65 media 0 - 0
2979 CDCR 540 + 3 0,483 0,85 baja 0,72 baja 0 - I
2980 CDCR 500 + 2 0,324 0,81 baja 0,70 baja 0 0 U
2981 F 2596 + 3 0,6255 0,80 baja 0,70 baja 0 - 0
2982 E113 + 3 0,8045 0,52 media 0,78 baja 0 - U
2983 E 152 + 3 0,548 0,82 baja 0,80 baja 0 - I
2984 RB 48 + 3 0,4165 0,81 baja 0,76 baja 0 - 0
2985 RB 50 + 3 0,689 0,82 baja 0,76 baja 0 - I
2986 CDCR 272 + 3 0,415 0,73 baja 0,67 media 0 - I
2987 ENV 133 + 4 0,5465 0,78 baja 0,70 baja 0 - U
2988 ENV 129 + 4 0,773 0,76 baja 0,70 baja 0 0 U
2989 RB 28 + 4 0,441 0,78 baja 0,68 media 0 - U
2990 RB 31 + 4 0,6415 0,80 baja 0,63 media 0 - I
2991 RB 52 + 3 0,3905 0,80 baja 0,66 media 0 - 0
2992 RB 57 + 4 0,4645 0,43 alta 0,66 media 0 - 0
2993 RB 67 + 4 0,3895 0,83 baja 0,73 baja 0 - U
2994 152A-6 + 4 0,4595 0,79 baja 0,66 media 0 - 0

NE: no establecido; 1*

: controles JEC 20 (a) y JEC 21 (a); 2* : controles JF 101 (a) y JF 109 (a).
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Anexo 14. Diametro de las colonias (mm) de los aislamientos de C. gattii,

colombianos y canadienses, bajo diferentes condiciones de HR (20% - 100%).

Porcentaje de Humedad

Cepa 20% 40% 60% 80% 100%
106 1,00 1,00 250 3,00 3,50
212 1,25 2,00 3,00 4,00 5,00
223 150 2,00 250 4,00 6,00
255 1,00 1,00 200 200 3,00
357 150 2,00 3,00 4,00 5,00
881 1,00 2,00 3,00 4,00 7,00
1278 1,25 150 250 3,00 4,00
1511 1,00 150 2,00 2,50 4,50
2792 200 200 3,00 350 4,00
2858 200 200 3,00 3,00 4,00
2877 1,00 150 250 3,00 3,25
239 200 2,00 3,00 350 4,00
3030 1,00 2,00 350 4,00 5,00
C265 1,50 2,00 3,00 3,00 3,00
C268 1,50 2,00 3,00 3,00 4,00
C406 1,50 2,00 3,00 4,00 4,50
C507 200 200 3,00 3,00 3,50
C540 1,00 2,50 3,00 4,00 4,00
C500 0,50 2,00 4,00 4,00 5,50
F2596 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
E113 200 2,00 250 3,00 4,00
E152 1,25 1,75 250 3,00 4,00
RB48 150 1,50 250 3,00 5,00
RB50 200 2,00 250 350 4,50
C272 0,00 100 200 250 3,00
E133 150 1,00 200 3,50 5,00
E129 150 2,00 4,00 4,00 4,00
RB28 200 2,00 250 3,00 4,25
RB31 150 200 250 2,50 4,00
RB52 1,25 1,25 3,00 3,50 5,00
RB57 150 1,50 250 4,00 6,00
RB67 1,00 1,25 200 2,50 4,00
152A-6 1,00 200 4,00 6,00 7,00

Anexo 15. Cepas control, empleados en genotipificacién y pruebas fenotipicas de

los factores de virulencia evaluados.
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Patréon
Cddigo molecular / Serotipo Referencia
caracteristicas
GENOTIPIFICACION
C. neoformans var. WM 148 VNI A 1,2
grubii WM 626 VNII A 1,2
Hibrido WM 628 VNI AD 1,2
C. neoformans var. WM 629 VNIV D 1,2
Neoformans
WM 179 VGI 1,2
WM 178 VGII 1,2
. WM 161 VGIII 1,2
C. gattii ByC -
g WM 779 VGIV y 1,2
RB 50 VGlla 1,2
RB 28 VGlib 1,2
CUANTIFICACION FENOL OXIDASA
C. neoformans var.| HO058-1-1959 |Actividad alta A 3
grubii HO0058-1-2257 |Actividad baja A 3
CUANTIFICACION PROTEASA
grubii HO058-1-860 |Actividad baja A 3
CUANTIFICACION FOSFOLIPASA
C. neoformans  var.| nce | 550 |Actividad media A
grubii 3
SWITCHIN FENOTIPICO
.. Colonias
C. gattii B-4506 mucoides B 4.5
C. neoformans  var. ATCC 24067 |Colonias lisas D
Neoformans 4,5
PAREJA SEXUAL
C. neoformans var. .
Neoformans JEC20 pareja sexual a D 6.7
C. neoformans var. )
Neoformans JEC21 pareja sexual [ D 6. 7
C. __neoformans var. JF 109 pareja sexual a D
grubii 8
C.  neoformans  var. JF 101 pareja sexual [ A
Neoformans 8

(Meyer, Marszewska et al. 1999) *; (Meyer, Castafieda et al. 2003) 2 (Huérfano,
Cepero et al. 2003) ®; (De Souza and Heitman 2001) *; (Fries, Taborda et al. 2001)
® (Yan, Lee et al. 2002) °; (Kwon-Chung and Bennett 1978) ’; (Fraser, Giles et al.
2005) &,
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Anexo 16. UFC/ g de 6rgano, recuperadas a partir de cerebro, pulmén y bazo, de
ratones BALB/c hembras, inoculados con los ocho aislamientos de C. gattii
escogidos para la evaluacién de virulencia en el modelo animal.

ufc/g
Pulmén Bazo Cerebro
Control 0 0 0
E152 365.100 9.400 5.606.800
E113 120.792.967 160.083.300 19.840.000
RB57 3.648.333 1.301.650 52.135.000
[-1511 7.520.000 59.833 48.610.000
[-2792 17.475.000 159.850 23.630.000
[-2989 9.560.000 485.600 18.147.500
[-357 29.802.083 2.586.333 487.000.000
1-3030 7.562.500 1.500 106.287.500
[-2524 10.713.333 69.000 30.790.000

Log (10) ufc/g

Aislamientos Cerebro Pulmén Bazo
Control 0,0 0,0 0,0
E152 6,7 5,6 4,0
E113 7,3 8,1 8,2
RB57 7,7 6,6 6,1
-1511 7,7 6,9 4.8
[-2792 7,4 7,2 5,2
RB28 7,3 7,0 5,7
[-357 8,7 7,5 6,4
[-3030 8,0 6,9 3,2
[-2524 7,5 7,0 4.8

Anexo 17. Analisis estadistico

ANALISIS ESTADISTICO PRUEBA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA FENOLOXIDASA
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1. Prueba T- Prueba de muestras independientes

Estadisticos de grupo

Desviacién Error tip. de
Pais N Media tip. la media
Melanina (ug/ml)  Colombia 39 162.05645 | 69.960975 11.202722
Vancouver | 60 147.29437 | 43.496008 5.615310

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la | Prueba T para la igualdad de
igualdad de varianzas medias
Sig.
F Sig. t gl (bilateral)
Melanina Se han asumido
) . 6.282 .014 1.296 | 97 .198
(ug/ml) varianzas iguales
No se han asumido
) . 1.178 | 57.169 | .244
varianzas iguales
95% Intervalo de confianza
para la diferencia
Diferencia | Error tip. de la
de medias | diferencia Superior Inferior
Melanina Se han asumido
) . 14.762080 | 11.393338 -7.850543 37.374702
(ug/ml) varianzas iguales
No se han asumido
) . 14.762080 | 12.531268 -10.329743 39.853902
varianzas iguales

Hipotesis para comparacion de medias

Ho: M1 = W2 VS Hi: p1 # W2
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Donde ;: aislamientos Colombia y p»: aislamientos Vancouver

Dado que el supuesto de homogeneidad de varianzas no se cumple (P= 0.014 <
a= 0.05) al realizar la comparadn de medias entre los grupos de aislamientos

(Colombia y Vancouver), se interpreta la prueba T a dos colas asumiendo
varianzas no iguales, obteniendo como resultado con un nivel de significancia del
0.05, que no se rechaza la H, puesto que el valor P (0.244) > 0.05, permitiendo
concluir que no existe diferencia significativa en la produccion de melanina entre

ambos grupos de aislamientos evaluados.

Es importante resaltar que mediante la grafica de barras del error simple
presentada a continuacion, se puede corroborar claramente que no existe una
diferencia significativa en la produccion de melanina, sin embargo en el grupo de
aislamientos de Colombia existe una mayor variabilidad entre los diferentes

aislamientos.

Grafica de barras de error simple para la actividad de la enzima fenoloxidasa

200.000

150.000—

100.000+

Media Melanina (pgiml)

50.000-

0.000 T T
Zolombia Wancouver

Pais

Validacién de los supuestos del error
2.1 Pruebas de normalidad

Pais Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
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Estadistico | gl Sig. Estadistico | gl Sig.
Melanina Colombia
.253 26 .000 .825 26 .000
(Hg/ml)
Vancouver 114 40 .200(*) 973 40 437

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a Correccion de la significacion de Lilliefors

Hipotesis

Ho = los datos de la concentracion de melanina (ug/ml) presentan una distribucion

normal.

H,;= los datos de la concentracion de melamgial)( NO presentan una

distribuciéon normal.

Mediante las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirvov y Shapiro-Wilk, se

observa un valor P (0.000) < 0.05 en el grupo de aislamientos de Colombia,

rechazandose la Ho; mientras en el grupo de aislamientos de Vancouver el valor P

> 0.05 por lo cual no se rechaza la Ho. Dado lo anterior, se concluye con un nivel

de significancia del 0.05 que el supuesto de normalidad del error se cumple

Gnicamente para el grupo de aislamientos de Vancouver. Esto también puede

observarse en las graficas Q-Q normal de melanina presentadas a continuacion:

PAIS= COLOMBIA
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Grafico Q-Q normal de Melanina (pg/ml)

Normal esperado
T

T I I T I
0 50 100 150 200 250 300
Valor observado

PAIS= VANCOUVER

Grafico Q-Q normal de Melanina (ug/mil)

Normal esperado

1 1 1 I
50 100 150 200 250
Valor observado

En estas gréaficas se puede observar claramente la tendencia lineal que presentan
los datos del grupo de aislamientos de Vancouver, corroborando asi, el supuesto
de normalidad del error en este grupo; mientras que en el grupo de los
aislamientos de Colombia se observa una falta de tendencia lineal, lo cual permite
confirmar de forma grafica la violacion del supuesto de normalidad.
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2.2 Prueba de homogeneidad de varianzas

COLOMBIA
Melanina (ug/ml)

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
2.182 12 26 .047

VANCOUVER
Melanina (ug/ml)

Estadistico de
Levene gl gl2 Sig.
.924 19 40 .560

Hipétesis para la prueba de homogeneidad de variazas

Ho= los datos de la concentracion de melaninau@g/ml) presentan homogeneidad

de varianzas.

H;= los datos de la concentracion de meglaninaNQ presentan

homogeneidad de varianzas.

Para el grupo de aislamientos de Colombia, con un nivel de significancia de 0,05 y
un valor P(0.047)<0.05, se rachaza la H,, afirmando que la hipotesis nula es falsa;
es decir que no hay igualdad de varianzas y no se cumple con el supuesto de
homogeneidad de varianza con respecto al error en este grupo.

Para el grupo de aislamientos de Vancouver, con un nivel de significancia de 0,05
y un valor P(0.560)>0.05, no se rachaza la Ho afirmando que la hipotesis nula es
verdadera; es decir que se cumple con el supuesto de homogeneidad de varianza
con respecto al error en este grupo de aislamientos.
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3. ANOVA - Grupo de aislamientos de Vancouver

VANCOUVER
Melanina (pg/ml)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 100536.473 | 19 5291.393 19.093 .000
Intra-grupos 11085.786 40 277.145
Total 111622.259 | 59

Hipotesis para comparacion de medias

Ho: M1=M2=H3=M4=P5=He=M7=Mg=Ho=H10=M11=M12=H13=M14=M15=M16=M17=H18=M19=M20
Vs
Hi: al menos uno de los pjes diferente.

Donde: y; # yj ; | 1=CDCR265, ,=CDCR268, 3;=CDCR406, ,=CDCR507,
s=CDCR540, =CDCR500, 7=F2596, s=E113, ¢=E152, 10=RB48, 1:=RB50,
12=CDCR272, 13=ENV133, 14.=ENV129, 5=RB28, 1s=RB31, 1;=RB52, 13=RB57,
19=RB67, 20=152A-6.

p1=CDCR265, u,=CDCR268, p3;=CDCR406, u;=CDCR507,
Me=CDCR500, p;=F2596, ug=E113, Wo=E152, u10=RB48,
M12=CDCR272, p13=ENV133, p14=ENV129, pi15=RB28, p16=RB31,
M1s=RBS7, p10=RB67, p20=152A-6.

us=CDCR540,
pllzRBSO,
U17:R852,

Dado que en el grupo de aislamientos de Vancouver se cumplen los supuestos del
error (normalidad y homogeneidad de varianzas), se puede dar peso estadistico al
ANOVA realizado entre los 20 aislamientos, mediante el cual se determina con un
nivel de significancia de 0,05 y un valor P(0.000)<0.05, que se rachaza la H,,
afrmando que la hipotesis nula es falsa; es decir que existe diferencia
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estadisticamente significativa en la sintesis de melanina entre los aislamientos que

conforman el grupo de Vancouver.

Comparaciones multiples no planeadas

Scheffé

Subconjunto para alfa = .05

Tratamiento | N 2 3 4 5 6 1
CDCR500 3 79.35039

RB67 3 100.24887 | 100.24887

RB52 3 100.56793 | 100.56793

CDCR272 3 108.38491 | 108.38491 | 108.38491

RB48 3 108.86351 | 108.86351 | 108.86351

RB28 3 116.68049 | 116.68049 | 116.68049 | 116.68049

152A-6 3 122.58312 | 122.58312 | 122.58312 | 122.58312

RB57 3 124.17842 | 124.17842 | 124.17842 | 124.17842

CDCR540 3 130.08104 | 130.08104 | 130.08104 | 130.08104

CDCR507 3 143.96018 | 143.96018 | 143.96018 | 143.96018 | 143.96018

ENV133 3 150.34139 | 150.34139 | 150.34139 | 150.34139 | 150.34139

E152 3 150.81999 | 150.81999 | 150.81999 | 150.81999 | 150.81999

CDCR268 3 154.32965 | 154.32965 | 154.32965 | 154.32965 | 154.32965 | 154.32965
CDCR406 3 160.23228 | 160.23228 | 160.23228 | 160.23228 | 160.23228
F2596 3 175.54719 | 175.54719 | 175.54719 | 175.54719 | 175.54719
RB31 3 180.65216 | 180.65216 | 180.65216 | 180.65216 | 180.65216
CDCR265 3 187.99056 | 187.99056 | 187.99056 | 187.99056
RB50 3 195.80754 | 195.80754 | 195.80754
ENV129 3 222.60864 | 222.60864
E113 3 232.65905
Sig. .104 .052 .058 .061 .065 .068

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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25000049

200.0004

150.000

Media de Melanina (Jagiml)

100.0004

50.000

CDCR2654
CDCR2684
CDCR406
CDCRS07
CDCRS404

Mediante la prueba de comparaciones multiples de Scheffé, se puede determinar
claramente que dentro del grupo de aislamientos de Vancouver el aislamiento con
menor capacidad de sintesis de melanina es el aislamiento CDCR500 y los dos
aislamientos con mayor capacidad de sintesis de melanina dentro de este grupo
son E113 y ENV129. Esto también puede corroborarse claramente en la grafica

anterior.

ANALISIS ESTADISTICO PRUEBA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA FOSFOLIPASA

CODCRS00-

F2586-

E113+

E1524
RE454
RES0

CDCR2724

Tratamiento

EMY1 33

EMY/1 294

RE284
RE31
RES2-

1. Prueba T- Prueba de muestras independientes

Estadisticos de grupo

REST

REET—
1524-6

Desviacién Error tip. de
Pais N Media tip. la media
Fosfolipasas Pz (mm) 1 39 61716 .059314 .009498
2 60 .70385 .073866 .009536




Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la | Prueba T para la igualdad de

igualdad de varianzas medias
Sig.
F Sig. t gl (bilateral)
Fosfolipasas Pz Se han asumido
1.849 477 -6.150 | 97 .000

(mm) varianzas iguales

No se han asumido
-6.441 | 92.613 | .000

varianzas iguales

95% Intervalo de confianza

para la diferencia

Diferencia | Error tip. de la

de medias | diferencia Superior Inferior
Melanina Se han asumido
) . -.086690 .014097 -.114668 -.058712
(ng/ml) varianzas iguales
No se han asumido
. . -.086690 .013459 -.113418 -.059962
varianzas iguales

Hipoétesis

Ho: M1 = M2 VS Hil g1 # 2

Donde ;: aislamientos Colombia y p,: aislamientos Vancouver

Dado que el supuesto de homogeneidad de varianzas se cumple (P= 0.177 > a=
0.05) al realizar la comparaciéon de medias entre ambos grupos de aislamientos

(Colombia y Vancouver), se interpreta la prueba T a dos colas asumiendo
varianzas iguales, obteniendo como resultado con un nivel de significancia del

151




0.05, el rechazo de la H, puesto que el valor P (0.000) < 0.05, permitiendo concluir
gue existe diferencia significativa en la actividad de la enzima fosfolipasa entre
ambos grupos de aislamientos evaluados. En la siguiente grafica se puede
observar de forma clara que el Pz (indice de actividad enzimatica) de la enzima
fosfolipasa es menor en el grupo de aislamientos colombianos, lo cual nos indica
una mayor actividad enzimatica en este grupo.

Grafica de barras de error simple para la actividad de la enzima fosfolipasa
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Colombia Vancouver
Pais
Validacién de los supuestos del error
2.1 Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Pais Estadistico | gl Sig. Estadistico | gl Sig.
Fosfolipasas Pz (mm) 1 111 39 .200(*) .973 39 457
2 .087 60 .200(*) .976 60 271

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a Correccion de la significacion de Lilliefors
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Hipoétesis

Ho, = los datos del indice de actividad (Pz) de la enzima fosfolipasa, presentan una
distribucion normal.

H,= los datos del indice de actividad (Pz) de la enzima fosfolipasa, NO presentan
una distribucion normal.

PAIS= COLOMBIA

Grafico Q-Q normal de Fosfolipasas Pz (mm)

para Pais= 1

2=

o

Normal esperado

1 T
045 0.50 055 0.60 065 0.70 075
Valor observado

PAIS= VANCOUVER
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Grafico Q-Q normal de Fosfolipasas Pz (mm)

para Pais= 2

Normal esperado
7 n
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T T T T T
03 06 07 08 0g

Valor observado

Mediante las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirvov y Shapiro-Wilk, se
observa que tanto el grupo de aislamientos de Colombia como el grupo de
Vancouver presentan un valor P > a (0.05), radn por la cual no se rechaza la Ho,
permitiendo concluir que los datos de la actividad de la enzima fosfolipasa medida
como Pz, presentan una distribucion normal en ambos grupos de aislamientos.
Estos resultados se pueden observar igualmente en las graficas Q-Q normal de
actividad enzimatica de fosfolipasas presentadas anteriormente, donde se observa
la tendencia lineal de los datos de cada uno de los grupos de aislamientos, que
corrobora la distribucion normal que estos presentan.

Prueba de homogeneidad de varianzas

COLOMBIA
Fosfolipasas Pz (mm)

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
2.009 12 26 .066
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VANCOUVER
Fosfolipasas Pz (mm)

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
1.335 19 40 .216

Hipétesis para la prueba de homogeneidad de variazas

Ho= los datos del indice de actividad (Pz) de la enzima fosfolipasa, presentan
homogeneidad de varianzas.

H,= los datos del indice de actividad (Pz) de la enzima fosfolipasa, NO presentan
homogeneidad de varianzas.

Dado que el valor P > a (0.05) en ambos grupos de aislamientos, no se rachaza la
Ho afirmando que la hipétesis nula es verdadera; es decir que se cumple con el
supuesto de homogeneidad de varianza con respecto al error tanto en el grupo de
aislamientos de Colombia como los de Vancouver.

ANOVA

Hipotesis para comparacion de medias

Ho: M1=H2=H3=Hs=Hs=He=H7=Hs=Mo=H10=H11=H12=H13=H14=H15=H16=H17=H18=H19=H20
Vs

Hi: al menos uno de los jes diferente.

Donde: y; # yj ; | 1=CDCR265, ,=CDCR268, 3;=CDCR406, ,=CDCR507,
5=CDCR540, =CDCR500, ;=F2596, s=E113, o=E152, 10=RB48, 11=RB50,
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12:CDCR272, 13:ENV133, 14:ENV129, 15:RBZ8, 16:RB31, 17:R852, 18:R857,
19:RB67, 202152A-6.

pu1=CDCR265, p,=CDCR268, u3;=CDCR406, u,=CDCR507, ps=CDCR540,
Me=CDCR500, p7=F2596, Wg=E113, Mo=E152, p10=RB48, u1;=RB50,
M12=CDCR272, u13=ENV133, p14=ENV129, p15=RB28, u1,=RB31, u17=RB52,
M1s=RB57, U19=RB67, U20=152A-6

ANOVA - GRUPO AISLAMIENTOS COLOMBIANOS

COLOMBIA
Fosfolipasas Pz (mm)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos .046 12 .004 1.139 374
Intra-grupos .088 26 .003
Total 134 38

Dado que tanto el supuesto de normalidad como el supuesto de homogeneidad de
varianzas se cumplen en el grupo de aislamientos de Colombia, se le otorga peso
estadistico al ANOVA, mediante el cual se comparé la actividad enzimética entre
los 13 aislamientos de Colombia; obteniendose como resultado, con un nivel de
significancia de 0.05 y un valor P (0.374) > 0.05, que no se rechaza la H,, es decir
que no existe una diferencia estadisticamente significativa en la actividad de la
enzima (Pz) fosfolipasa, entre los aislamientos del grupo de Colombia.

ANOVA - GRUPO AISLAMIENTOS VANCOUVER

VANCOUVER
Fosfolipasas Pz (mm)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos .215 19 .011 4.257 .000
Intra-grupos .107 40 .003
Total .322 59
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Teniendo en cuenta que el supuesto de normalidad y homogeneidad de varianzas
se cumplen en el grupo de aislamientos de Vancouver, se afirma que el resultado
del ANOVA donde se comparan las medias de los aislamientos de Vancouver, es
estadisticamente significativo. Como resultado de este analisis se obtuvo con un
nivel de significancia de 0.05 y con un valor P (0.000) < 0.05, que se rechaza la
Ho, es decir que existe una diferencia estadisticamente significativa en la actividad
de la enzima fenol oxidasa en los aislamientos de Vancouver.

Comparaciones multiples - Grupo de aislamientos de Vancouver

FOSFOLIPASAS PZ (MM)

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa = .05
Tratamiento | N 2 3 1
RB31 3 57770
RB52 3 .62424 .62424
RB57 3 .64778 .64778 .64778
CDCR272 3 .64992 .64992 .64992
CDCR507 3 .65724 .65724 .65724
ENV133 3 .66551 .66551 .66551
152A-6 3 .67551 .67551 .67551
CDCR500 3 .67923 .67923 .67923
RB28 3 .68182 .68182 .68182
ENV129 3 .68841 .68841 .68841
F2596 3 .69841 .69841 .69841
CDCR540 3 .69940 .69940 .69940
RB67 3 .73000 .73000 .73000
CDCR268 3 .73280 .73280 .73280
CDCRA406 3 .73926 .73926
RB50 3 .76984 .76984
RB48 3 77460 77460
CDCR265 3 77632 77632
E152 3 .80183
E113 3 .80719
Sig. .065 .077 .051

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

157




Mediante la prueba de comparaciéon multiple de Tuckey, se puede determinar
estadisticamente que el aislamiento de Vancouver con mayor actividad enzimatica
de la fosfolipasa es el RB31, y los dos aislamientos de Vancouver con menor
actividad enzimética son E113 y E152. Esto también puede corroborarse en la

grafica de medias mostrada posteriormente.
GRAFICA DE LAS MEDIAS
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ANALISIS ESTADISTICO PRUEBA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA PROTEASA

Dado que los datos de la actividad proteolitica (Pz) en todos los aislamientos de
Colombia es igual a uno, el grupo de aislamientos de Colombia es considerado
como una constante (esto puede observarse en la grafica de medias presentada a
continuacion) y es desestimado en el andlisis.

158




Grafica de medias
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1. Validacion de los supuestos del error

1.1 Pruebas de normalidad

Pais Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistico | gl Sig. Estadistico | gl Sig.
Proteasas Pz Vancouver
277 60 .000 744 60 .000
(mm)

a Caorreccion de la significacion de Lilliefors
b Proteasas Pz (mm) es una constante cuando Pais = Colombia y se ha desestimado.

Hipoétesis

Ho = los datos del indice de actividad (Pz) de las proteasas, presentan una
distribucion normal.
H,= los datos del indice de actividad (Pz) de las proteasas, NO presentan una

distribucion normal.

Mediante las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirvov y Shapiro-Wilk, se
observa que el valor P(0.000) < 0.05 en el grupo de aislamientos de Vancouver,
haciendo que la H, sea rechazada. Lo anterior permite concluir que los datos de la
prueba de la actividad de la enzima proteasa para los aislamientos de Vancouver,
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no cumple con el supuesto de normalidad del error. Esto también puede
corroborarse en la grafica Q-Q normal de proteasa presentada a continuacion:

PAIS= VANCOUVER

Grafico Q-Q normal de Proteasas Pz (mm)

para Pais= Vancouver

= ~ 9 w
T 1 I i

Normal esperado

2
I

T T T T T T
02 04 08 08 10 12
Valor observado

Prueba de homogeneidad de varianzas

Proteasas Pz (mm), Pais= Vancouver

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
28.794 1 97 .000

1.2 Hipdtesis para la prueba de homogeneidad de variazas

Ho= los datos de la concentracion de melaninau@g/ml) presentan homogeneidad
de varianzas.

H;= los datos de la concentracion de melaninpg/inl) NO presentan
homogeneidad de varianzas.

Dado que el valor P(0.000) < 0.05, se rachaza la H,, permitiendo afirmar que los
datos de la prueba de actividad proteolitica en el grupo de aislamientos de
Vancouver no cumplen con el supuesto de homogeneidad de varianza con
respecto al error.

160




2. PRUEBAS NO PARAMETRICAS

Debido a que los datos de la prueba de actividad proteolitica en el grupo de
aislamientos de Vancouver no cumplen con los supuestos del error, es necesario

recurrir a pruebas no paramétricas para realizar un analisis estadistico apropiado.

Prueba de Kruskal Wallis

Estadisticos descriptivos

Desviacion

N Media tipica Minimo M&ximo
Proteasas Pz (mm) | 60 .78 114 0 1
Tratamiento 60 10.50 5.815 1 20

Rangos
Rango

Tratamiento | N promedio
Proteasas Pz (mm) CDCR265 3 44.50

CDCR268 3 33.00

CDCRA406 3 24.00

CDCR507 3 39.67

CDCR540 3 57.00

CDCR500 3 31.17

F2596 3 34.33

E113 3 9.50

E152 3 16.00

RB48 3 47.17

RB50 3 31.17

CDCR272 3 27.50

ENV133 3 25.33

ENV129 3 26.67

RB28 3 13.00

RB31 3 26.17

RB52 3 48.67

RB57 3 11.83

RB67 3 32.00

152A-6 3 31.33

Total 60
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Estadisticos de contraste(a,b)

Proteasas Pz

(mm)
Chi-cuadrado | 30.182
gl 19
Sig. asintot. .050

a Prueba de Kruskal-Wallis

b Variable de agrupacion: Tratamiento

Hipoétesis

Ho: M1 = M2 VS Hil p1 # 2

Donde ;: aislamientos Colombia y p»: aislamientos Vancouver

Puesto que el valor P (0.05) = a (0.05), no se rachaza la H, y se afirma que no hay

diferencia significativa entre las medias de la actividad de las enzimas proteasas

de los aislamientos que componen el grupo de Vancouver.
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