JAVERIANA

Bogoti ——

Evaluacion de la susceptibilidad antifungica, caracterizacion proteémicay virulencia de
aislamientos clinicos colombianos en Cryptococcus neoformans

Ginneth Paola Gémez Ruiz

Estudiante de Bacteriologia

Trabajo de grado

Presentado como requisito parcial para obtener el titulo de:

Bacteridloga

Pontificia Universidad Javeriana
Facultad de Ciencias
Bacteriologia
Bogota D.C., Colombia
2018



JAVERIANA

Bogotd —

Evaluacion de la susceptibilidad antifngica, caracterizacion protedmica y virulencia de
aislamientos clinicos colombianos en Cryptococcus neoformans

7 ‘—\

Directora
Claudia Marcela Parra Giraldo MSc, PhD
Profesor Departamento de Microbiologia
Grupo de Enfermedades Infecciosas

Coordinador Unidad de Investigacion en Protemica y Micosis Humanas

Par evaluador
Patricia Escandon Hernandez
Profesor Especializado

Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud



NOTA DE ADVERTENCIA

ARTICULO 23 de la Resolucion No. 13 de Julio de 1946

“La Universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en su trabajo

de grado. Solo velara por lo que no se publigue nada contrario al dogma y a la moral catolica y por

qué los trabajos de grado no contengan ataques personales contra persona alguna, antes bien se vea
en ellas el anhelo de buscar la verdad y la justicia.”



AGRADECIMIENTOS
A la energia primaria (Dios)

Por su constante compafiia y ayuda que permitié que llegara hasta este punto con salud para lograr
este importante objetivo en mi vida.

A mis padres y hermano

Primero a mi madre por darme siempre la confianza, el amor y el apoyo incondicional sin importar
las dificultades, segundo a mi padre porque a pesar de las adversidades econémicas siempre lucho
para que yo pudiera hacer realidad mis suefios y a mi hermano por permitirme su buena energia y
carifo.

Al amor de mi vida: Andrés Acosta

Quien con su amor y apoyo constante hizo que iniciara este bello camino de la academia y de la
ciencia, su orgullo profundo hacia mi me inspiro ain mas para que este trabajo fuera posible.

Directora Claudia Marcela Parra

Porqué siempre confié en mi y me lanzo a el mundo de la investigacion sin limites, “porque todo
tiene solucidn y se puede hacer mientras estemos vivos” frase propia de ella que me dio fortaleza
para mi formacion académica y la vida. Muchas gracias por el enorme apoyo.

Mi guia Noria Vélez

Por permitirme entrar en este proyecto tan interesante, por ser siempre mi guia con compromiso y
entrega en los procesos, por ensefiarme que la investigacion es de sacrificios y que se logra bajo
unos parametros organizados.

Dra. Patricia Escanddn

Quien acepto ser mi par evaluador, por brindarme su apoyo y compromiso para que yo hiciera lo
mejor de mi trabajo escrito.

Grupo de investigacion de enfermedades infecciosas: division de micosis humanas y
proteémica



N

W

TABLA DE CONTENIDO

L T U 1T = U 9
INTRODUCCION ....cvivirereneenssnsseseesssessssssessssssssssssessssssssssssssssesssssenes iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ........cccccettiiiiiiiiinninnneineninineeneeeeieeeeeeeeeeeeee iError! Marcador no definido.
JUSTIFICACION ......cveveueeetseeseeesstssesssesessstssessseseststssssssesessstssssassssnsstssssssessnsssssssessssntsssssssssnssassssssnsssnnns 14
IMARGCO TEORICO ....uueiiiiiiiiuneesiiisineieisssssssesssssssssessssssssssssssssssesssessssesssssssssssssssssssssssssssssnsessassssssesss 29
5.1 Historia de la taxonomia €N CryptOCOCCUS SP ..ccecvveeeeeeieeeeeeeeeesieeeeeteeescaeeaeesteeaeeeerteaessseaaesseeaaas 15
5.2 Caracteristicas de C. neoformans y C. gattii como patdgenos humanos..........ccceeevvveevveeeeccvveeeennnen. 16
5.3 Fisiopatologia de 1@ CriptOCOCOSIS ..eeiiiiieiiiiiiiee e ettt e e e e e e e e e e braa e e e e e e e eeanaaeeeeas 16
5.4 Factores de virulencia de CryDEOCOCCUS .......cuueiiiueeeeeeee ettt 21
N = o]l (=T ool o1 o) ={ - OO USRS 22
5.6 DIAGNOSTICO .t s s s s s e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeaeaeasasasaeasaeesasaeeeaeeesrerenenerererererererenens 22
5.7 TratamiENTO .eceeiiiiiiieie e e e s 23
R BTV ol=T 1 1 o111 o F- o [N PP PPt 28
5.9 Galleria mellonella como un sistema modelo para estudiar la patogénesis de C. neoformans.......... 29
OBJETIVIOS ..uueiiiiiieneeiiiiiineeiiiisuteeessisssesesssssssstesssssssssesssessssssessssssssees sessssseessesssssssess sessssseassssssnnness 30
(o O] o Ty 1Yo I =T V=T =Y PSR 30
6.2 ObJELIVOS ESPECITICOS ..uuvriiiiieiiecciiiie ettt e e e e e et e e e e e e e s bbb e e e e e e e eeesasaeeaaeeseestsaeseeaeseasnraenens 30
PROPUESTA METODOLOGICA......ccccivttiiistteiiistteiiisnneissssnesssssseessssssesssssseessssssssssssssesssssssessssssssssssasesssss 36
7.1 Determinar la actividad antifungica in-vitro a Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B de
aislamientos cliNicos de C. NEOFOIMANS ..........cocueevieieeiiieeeee e 32
7.2 Determinar la capacidad patogénica de aislamientos clinicos de C. neoformans en Galleria
L1011 [o T =1 Lo TSR iError! Marcador no definido.

7.3 Determinar la expresion de factores de virulencia de aislamientos clinicos de C. neoformansjError! Marcador no definido.
7.4. Comparar perfiles proteémicos citoplasmaticos globales de aislamientos susceptibles y resistentes a

Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B de aislamientos clinicos de C. neoformans............ccccccveveveniene. 36
RESULTADOS ....cceetiiiiiinnniininiiiiiniieeneieeieiineeneeeeeeseseseesssesssesssssssssssssssens iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.
(5] R oL o O

CONCLUSIONES ....ccuuummmmmnnnnnnnnnnnnnnmnmmmnmmmmmmmmmmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssss iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.
ANEXOS ... it rrsssasss s s s e s s sassssss s s s e s snnsssassnns iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.

5



11 T T 1 V.Y O iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.

LISTA DE IMAGENES

Figura N°1. Formas de adquirir la levadura: mecanismo de infeccion de C. neoformans.

Figura N°2. Capsula: C. neoformans tefiida con tinta china en donde se observa su capsula en halo
blanquecino.

Figura N°3. Escala de medicién de la actividad de la enzima fenoloxidasa.
Figura N°4. Lectura de la MIC en micro placa segun lineamientos de CLSI

Figura N°5. Analisis de supervivencia de 10 aislamientos clinicos comparables con cepas de alta y
baja patogenicidad H99 y JEC21 respectivamente.

Figura N°6. Pareja sexual a 6 a en aislamientos clinicos de C. neoformans.

Figura N°7. Lectura de la MIC en micro-placa segln lineamientos de CLSI para Anfotericina B,
Fluconazol y Voriconazol.

Figura N° 8. Analisis de supervivencia de 10 aislamientos clinicos comparables con cepas de alta y
baja patogenicidad H99 y JEC21 respectivamente.

Figura N° 9. Pareja sexual a 6 o en aislamientos clinicos de C. neoformans.

Figura N° 10. Actividad enzimatica de aislamientos clinicos de C. neoformans: A: Proteasa y B:
Fenoloxidasa (0.5), B1: Fenoloxidasa (1), B2: Fenoloxidasa (2), B3: Fenoloxidasa (3), B4:
Fenoloxidasa (4).

Figura N° 11. Coloracién de contraste con tinta china de capsulas de aislamientos clinicos de C.
neoformans (80X). A: Gemacidn celular, B: tamafio celular pre-inoculacion, C: Medidas de tamafio
celular y capsular pre- inoculacién, D: Morfologia celular.

Figura N° 12. Hemocitos de Galleria mellonella. A. Plasmocitos. B. Enterocitiodes. C. Células
granulares. D. Levadura fagocitada por hemocito. E. Lisis celular. F. Formacion de granuloma.

Figura N° 13. Visualizacion del espectro de masas de aislamientos sensibles y SDD a Fluconazol.
Figura N° 14. Gel de heatmap de aislamientos sensibles y SDD a fluconazol.
Figura N° 15. Dendograma de aislamientos sensibles y SDD a fluconazol.

Figura N° 16. Heatmap de los 29 aislamientos clinicos.



LISTA DE TABLAS

Tabla N°1. Test de susceptibilidad antifngica por metodologia CLCI vs EUCAST.
Tabla N°2. Puntos de corte para fluconazol, posaconazol y voriconazol en C. neoformans
Tabla N°3. Cepas control: cepa de alta virulencia H99 y baja virulencia (JEC21)

Tabla N°4. Concentraciones de antifngicos Fluconazol, VVoriconazol y Anfotericina B segln
estimacion del CLSI para determinar la MIC.

Tabla N°5. Cepas control en susceptibilidad antifingica.
Tabla N° 6. Interpretacion de susceptibilidad segin CLSI
Tabla N° 7. Condiciones de amplificacion, PCR sexual “alfa (o) y “a”.

Tabla N° 8. Manifestaciones clinicas, factores de riesgo y condicién de egreso de casos de
Criptococosis.

Tabla N° 9. Tamafo capsular y celular en aislamientos clinicos de C. neoformans, datos de
promedio pre-inoculacion y pos-inoculacion.

Tabla N° 10. Informacién general de los 29 aislamientos clinicos de C. neoformans, segin los
factores de patogenicidad evaluados

Tabla N° 11. Controles usados segln metodologia.



1. RESUMEN

Estudios han demostrado diferentes caracteristicas fenotipicas relacionadas con la virulencia de
Cryptococcus neoformans, revelando su importancia en la patogenicidad. El propésito de nuestra
investigacion fue evaluar la relacion entre la susceptibilidad o resistencia a antifungicos a través de
los lineamientos de CLSI con la técnica de microdilucién y la capacidad patogénica de aislamientos
clinicos de C. neoformans en el modelo invertebrado de Galleria mellonella. Para lo cual fueron
seleccionados 29 aislamientos clinicos, segln el desenlace clinico y origen geografico del paciente.

En la evaluacion de la patogenicidad se emplearon controles de alta (H99) y baja (JEC21)
patogenicidad, se determind el tamafio capsular antes y después de la inoculacion, asi como la
capacidad fagocitica, la actividad enzimatica, el tipo de pareja sexual, y la susceptibilidad a
Anfotericina B, Voriconazol y Fluconazol mediante los lineamientos del CLSI.

El 100% de los aislamientos fueron sensibles a Anfotericina B y a Voriconazol. El 6.8% SSD a
fluconazol (MIC >16- 32ug/ml) y el 92,4% fueron sensibles a Fluconazol. La mortalidad en G.
mellonella fue de 8 dias (p < 0,05); de los 29 aislamientos 5 presentaron una media de
supervivencia de 2 y 3 dias comparados con H99 (p< 0,01). ElI promedio del porcentaje de
fagocitosis fue de 22% (Valor maximo76% y Valor minimo 3%), el tamafio celular y capsular
posterior a la inoculacion con C. neoformans aumento 2.84 um. La actividad enzimética fue del
41.3% en proteasas; y 37.9% fenoloxidasa. ElI 97.3% de los aislamientos clinicos fueron pareja
sexual tipo alfa.

No se encontrd relacion entre las caracteristicas fenotipicas especifica y la susceptibilidad
antifangica en la determinacion de un perfil de alta o de baja patogenicidad. Los aislamientos
clinicos que fueron SDD a Fluconazol presentaron una alta y baja mortalidad en G. mellonella. Al
determinar los perfiles proteémicos citoplasmaticos de los aislamientos clinicos SDD y sensibles
comparados con el perfil de patogenicidad mostraron una distribucion diferencial en su relacién
carga/ masa y una diversidad en la expresion de sus perfiles proteébmicos, lo cual indica la no
relacién entre ellos, quizas por factores como; origen de la muestra, lugar demogréfico, tiempo de la
enfermedad, entre otros.

En conclusion, no se encontré una relacion entre los perfiles fenotipicos, proteémicos con la
susceptibilidad antifungica de los aislamientos clinicos colombianos de C. neoformans.



2. INTRODUCCION

La criptococosis es una micosis oportunista que afecta principalmente a pacientes con infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)(1), el agente etioldgico estd clasificado en dos
especies, Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, se subdivide en diferentes serotipos
segun sus variables antigénicas en la capsula: C. neoformans var. grubii (serotipo A), C.
neoformans var. neoformans (serotipo D), C. gattii (serotipo B y C) y el hibrido intra- especie AD y
los hibridos inter-especie AB y BD(2). La criptococosis es un grave problema de salud
especialmente por sus tasas de prevalencia en pacientes con VIH que varian del 4,2% en paises
desarrollados a méas del 17% en paises africanos (3). En Colombia, esta micosis es una causa
importante de hospitalizacion reportando una tasa de incidencia de 0,23 casos por 100.000 en la
poblacion general y ha aumentado 1.1 casos por 1000.000 habitantes en pacientes con SIDA(4).

La patogénesis de la criptococosis se asocia a multiples factores de virulencia, como la cépsula, la
produccién de melanina y el tipo de apareamiento. El polisacarido capsular contiene un alto
porcentaje de glucuronoxilomanano (GXM), lo que impide la fagocitosis y la migracion de
leucocitos, generando supresion de la proliferacion de linfocitos T. La produccion de melanina evita
la produccion de factor de necrosis tumoral (TNF) por macréfagos, siendo éste necesario para
generar una respuesta inmune celular protectora (5). La reproduccion sexual es regulada por un
locus de tipo de apareamiento tnico con dos alelos alternativos, MATa o MATa, pero la
reproduccion parece ser limitada por apareamientos raros con el mismo tipo de pareja sexual(6).
Las cepas de tipo sexual a tienden a ser mas virulentos ya que generalmente se encuentra en
aislamientos clinicos y porque favorece procesos de division celular (7). EI hecho de que el tipo de
apareamiento o es predominante entre los aislados ambientales y clinicos de Cryptococcus sp
independientemente del serotipo, se plantea la cuestion de su relacion con la patogenicidad (6).

Los modelos murinos siguen siendo la referencia para los estudios de virulencia. Sin embargo,
debido a consideraciones éticas y los altos costos asociados con su uso, el interés en los modelos
invertebrados ha aumentado (8). El estado larvario de la polilla Galleria mellonella, ha sido
utilizado para estudiar la virulencia y la respuesta antifingica en varios hongos entre esos
Cryptococcus sp. Algunas de las ventajas de este modelo invertebrado son los siguientes: (i) el
mantenimiento de las larvas se puede hacer en un amplio rango de temperaturas (25-37° C), (ii)
modelo de infeccidn solo requiere la inyeccion directa de un tamafio de indculo exacto, (iii) registro
de mortalidad es facil para abordar y (iv) algunos de los factores de virulencia requeridos para
infecciones micoticas en mamiferos también se han encontrado en G. mellonella (9).

El tratamiento actual de la criptococosis se basa en la administracién inicial de Anfotericina B con
Flucitosina, seguida de una fase de consolidacién con fluconazol. Este esquema terapéutico ha
tenido éxito en la disminucién de la mortalidad de un 14-25% a tan solo el 6% Yy recaidas de 17-
24% a 2-4% (10). Muchas alternativas de tratamiento se basan en el uso de fluconazol administrado
como un medicamento Gnico o como terapia de combinacion (11) (12). El éxito de estas terapias,
asi como del tratamiento de mantenimiento con fluconazol, podria estar en riesgo por la aparicion
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de cepas resistentes, cuya prevalencia es del 20% en algunas regiones del mundo (13).Sin embargo,
las implicaciones de esta resistencia no se han elucidado por completo debido a los resultados
discordantes encontrados en los estudios publicados(14).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La criptococcosis es una micosis sistémica importante causada por dos agentes patogenos, C.
neoformans y C. gattii, son hongos patdgenos estrechamente relacionados por causar neumonia y
meningitis, el cual se adquiere por la inhalacién de los propéagulos (pequefias células encapsuladas)
presentes en el ambiente. Son un riesgo significativo de enfermedad infecciosa global en pacientes
gue presentan algun tipo de inmunocompromiso en lo que respecta a C. neoformans y en pacientes
inmunocompetentes para C. gattii (15).

La especie C. neoformans posee dos variedades, grubii y neoformans serotipos A y D
respectivamente y la especie C. gattii serotipos B y C, esta clasificacion corresponde a la
especificidad antigénica del polisacarido capsular (2)(16). Seglun datos epidemioldgicos han
demostrado diferencias en la distribucion geogréafica de las dos especies de Cryptococcus
reconocidas como patégenos humanos, donde C. neoformans se encuentra en todo el mundo y
causa la mayoria de las infecciones criptococicas en personas con inmunidad disminuida
(principalmente pacientes con SIDA, personas sometidas a terapias inmunosupresoras y aquellos
con trastornos linfoproliferativos), lo que resulta en diversas complicaciones neurolodgicas, C.
neoformans es aislado de excretas de aves, especialmente de la paloma comin (Columbia
livia)(17), a diferencia de C. gattii, que es méas prevalente en regiones tropicales y subtropicales
donde su habitat se encuentra relacionada con el arbol Eucaliplus canaldulensis entre otros y causa
del 70% al 80% de las infecciones criptocdcicas en hospedadores inmunocompetentes (18), aunque
en la ultima década se ha recuperado en zonas tembladas como Vancouver y la zona Norte del
pacifico en Norte America (19).

La criptococosis es una de las enfermedades mas prevalentes en pacientes con el VIH, por lo
general se inicia una infeccion pulmonar, evolucionando a una infeccion diseminada ocasionando
lesiones principalmente en el sistema nervioso central (SNC) donde ocasiona meningitis
criptococdcica (20) . Segun el Centro para el control y la Prevencion de Enfermedades de Atlanta
(CDC) en el 2017 a nivel mundial, se estima que hay 220,000 nuevos casos de meningitis
criptocdcica que ocurren cada afio, lo que resulta en 181,000 muertes. Aunque la disponibilidad
generalizada de terapia antirretroviral (TAR) en pacientes con VIH-SIDA de paises desarrollados ha
ayudado a reducir las infecciones causadas por Cryptococcus, en paises en via de desarrollo el
acceso a la atencién médica es limitado y la terapia antirretroviral es escasa (21).

En Colombia en el periodo 2006 al 2010 la tasa de incidencia anual de criptococcosis en la
poblacion general fue de 2.4 x10° habitantes mientras que en pacientes con SIDA fue de 3.3x10°
habitantes siendo la cuarta causa de muerte en estos pacientes en el pais, sin embargo, un estudio
del 2016 informo que en pacientes con VIH- SIDA aumento la incidencia un 1.1 de casos por
100.000 habitantes(4) Aunque en Colombia la criptococcosis no requiere notificacion obligatoria,
estos informes revelan su importancia de salud publica. El problema en Colombia actualmente es
que, aunque la terapia antirretroviral tiene avances, la criptococcosis se esta diagnosticando de
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manera no oportuna al igual que en otros paises (22)(23). Sin embargo, si el diagndstico es hecho
tempranamente y los clinicos se adhieren a los principios basicos de las guias de manejo de la
criptococosis y si la enfermedad es controlada, entonces puede ser manejada con éxito en la gran
mayoria de los pacientes. A pesar del tratamiento 6ptimo, la letalidad hospitalaria por esta micosis
es alta en los paises con recursos limitados, con cifras superiores al 40% (49,2% en Colombia)(24).

En el 2012 un estudio indico a nivel global la identificacion de aislamiento tanto clinicos como
ambientales de la especie Cryptococcus, donde en América del Sur, el 53% se informd en Brasil, el
22% en Colombia, 15% en Argentina, y un porcentaje menor en otros paises; colocando a Colombia
en el segundo pais con mayores aislamientos de esta levadura (25).

Esta infeccion se asocia a una alta mortalidad y existe falla terapéutica relacionada a cepas
resistentes y sus factores fenotipicos, sin embargo, hay pocos estudios de sensibilidad publicados en
cepas de origen clinico, hasta la fecha son orientativos debido a la dificultad de estandarizar los
puntos de corte. El fracaso terapéutico se asocia con la resistencia de la levadura, las condiciones
clinicas del paciente y la farmacocinética del antifungico. En Colombia se han realizado pocas
investigaciones de susceptibilidad en aislamientos clinicos sin embargo, hay reportes de
aislamientos con fenotipo de resistencia en la encuesta nacional liderada por el grupo de
criptococosis colombiana con el Instituto Nacional de Salud (23) (24).

En la actualidad se dispone de metodologias estandarizadas, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) y Subcommittee on Antifungal Susceptibility (AFST) Testing del European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), establecen puntos de corte
epidemiologicos, relacionan criterios farmacocinéticos y farmacodindmicos (26). Aunque ambos
estandares son similares, presentan diferencias en varios aspectos en la metodologia para evaluar
susceptibilidad de levaduras como Cryptococcus sp y el tiempo de incubacion (26). Aunque existan
estas dos posibilidades para el control de la susceptibilidad de Cryptococcus sp en el pais no se
implementa de manera rutinaria; siendo esto un problema para el seguimiento y tratamiento de las
afecciones por dicha levadura.

En los ultimos afios, se ha venido estudiando el nivel de expresion de &cidos nucleicos donde
estudios previos han demostrado la prevalencia del tipo sexual alfa (o) en aislamientos clinicos,
asociandose con una mayor virulencia y resistencia a antiflngicos, mediante distintas técnicas como
PCR o microarrays. Sin embargo, muchos estudios han demostrado una pobre correlacion entre
acidos nucleicos y los niveles de expresidén de proteinas para la correlacion de la resistencia o
susceptibilidad a antiflngicos. Un estudio tipico de proteémica se basa en una serie de técnicas y
herramientas para la extraccion y separacion de los componentes del proteoma y técnicas para la
interpretacion de los resultados. Estas técnicas proteémicas como por ejemplo espectrometria de
masas tipo MALDI-TOF (Matrix Assited Laser Desorption lonization- Time Of Flight)
particularmente Gtil para la obtencion de la “huella peptidica” (PMF), se han venido aplicando
fundamentalmente a tres tipos de estudios. En primer lugar, se han venido desarrollando estudios
que permitan el conocimiento general del proteoma de un organismo y la identificacion de los
mismos a gran escala(27). Otro tipo de aplicacion son aquellas técnicas de protedmica de expresion,
en la que identifican aquellas proteinas que muestran una aparicion o cambio de expresion al
comparar dos estados fisioldgicos, patoldgicos o metabdlicos definidos, pudiendo asi determinar las
proteinas implicadas en estos procesos. Por Ultimo, se han venido estudiando las relaciones entre
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proteinas, determinando asi un mapa celular de las interacciones proteina-proteina. Los ejemplos
obtenidos con la levadura S. cerevissiae han demostrado la complejidad de estas relaciones, asi
como la utilidad de establecerlas para extrapolar las funciones posibles de aquellas otras proteinas
de la que aun se desconoce su papel, (28)(29) como es el caso de C.neoformans donde se desconoce
una caracterizacién proteémica vy su relacidn con la resistencia y/ o susceptibilidad antifungica.

Por otro lado, se han descrito diferentes caracteristicas fenotipicas relacionadas con la virulencia de
C. neoformans que han demostrado su importancia en la patogenicidad. Entre ellas estan el
polisacarido capsular, el crecimiento a temperaturas fisioldgicas, las actividades enzimaticas ureasa,
proteasas, fosfolipasa, y la acumulacién de melanina, inducida por la enzima fenoloxidasa, entre
otras (30). Sin embargo, aun no han realizado estudios en modelos animales que permitan relacionar
la afinidad de diferentes aislamientos clinicos por un hospedero determinado y que determinen
diferencias entre las caracteristicas fenotipicas con respecto a su virulencia.

Pregunta de Investigacién

¢Hay relacion entre los perfiles de susceptibilidad a Fluconazol, Anfotericina B y VVoriconazol con
respecto a la capacidad patogénica y perfiles protedbmicos citoplasmaticos de aislamientos clinicos
de Cryptococcus neoformans?
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4. JUSTIFICACION

La enfermedad criptocdcica por lo general conduce a una infeccién pulmonar primaria. EI hongo
puede permanecer latente durante largos periodos de tiempo sin causar infeccion, aunque cuando
existe un inmunocompromiso por parte del hospedero puede iniciar la patologia. Tras la
diseminacion, el patdgeno oportunista muestra un tropismo particular por el sistema nervioso
central (SNC), que con frecuencia causa meningitis. C. neoformans generalmente afecta a
individuos inmunocomprometidos especialmente en pacientes con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), aungue se han informado algunos casos en individuos sin inmunodeficiencia
subyacente aparente (1).

El tratamiento de la meningitis criptocécica ocurre en tres etapas: induccion, consolidacion y
mantenimiento. La terapia de induccion recomendada consiste en Anfotericina B mas Flucitosina,
mientras que Fluconazol es considerado el agente Optimo tanto para las fases de consolidacion y
mantenimiento, como en profilaxis. Dadas las altas tasas de mortalidad de los pacientes que reciben
tratamiento para la meningitis criptococica a mas de 600,000 muertes anuales (31).

Los factores del hospedero juegan un papel muy importante en la respuesta al tratamiento. Por otra
parte, la susceptibilidad in-vitro no siempre predice el éxito del tratamiento y no siempre la
resistencia in-vitro se asocia a falla en el tratamiento. Esto ha dificultado el establecimiento de
puntos de corte. En relacion a la lectura de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) algunos de
los métodos son cualitativos, dependiendo de la experiencia del operador(26). Por ello es
importante el uso de métodos estandarizados que permitan, en gran medida, disminuir la
generacién de resultados erroneos; al igual el uso de puntos de corte validados de acuerdo a cada
metodologia (26).

Hay estudios que han demostrado diferentes caracteristicas fenotipicas relacionadas con la
virulencia de C. neoformans que han revelado su importancia en la patogenicidad. De acuerdo con
estos antecedentes, se busca determinar fenotipicamente y genotipicamente la expresion de algunos
factores de virulencia en aislamientos clinicos de las especies antes descritas, para poder establecer
con mayor claridad las variantes del comportamiento biolégico de C. neoformans en el hospedero
dependiendo de sus factores de virulencia y a su vez con la resistencia a antifungicos.

En la literatura cientifica colombiana son pocos los datos disponibles sobre la sensibilidad
antifangica, por lo que, frente al creciente aumento de la resistencia a los antifingicos, se hace
necesario comenzar a recopilar datos propios frente este patégeno oportunista, lo que puede llegar
ser una herramienta efectiva para predecir el resultado del tratamiento, evolucion clinica y, por lo
tanto, poder guiar las decisiones de prescripcion clinica. Por ello es importante hacer una
caracterizacién protedmica citoplasmatica y correlacionarla con las pruebas in-vitro de aislamientos
clinicos, junto la identificacion fenotipica de factores de virulencia y poder determinar si hay una
estrecha relacion entre ellas.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Historia de la taxonomia en Cryptococcus sp.

En 1894, el patélogo Otto Busse y el cirujano Abraham Buschke describieron por primera vez esta
levadura como un patdégeno humano cuando aislaron un organismo similar a Saccharomyces de una
infeccion Osea en una mujer joven (32). Mas tarde ese afio, Francesco Sanfelice informo el
aislamiento de la fermentacién del zumo de melocoton de una levadura similar, que denomind
Saccharomyces neoformans debido a su forma de colonia Gnica. Finalmente, en 1901, Jean-Paul
Vuillemin cambié el nombre del organismo a Cryptococcus neoformans porque no producia
ascosporas, que es una caracteristica definitoria del género Saccharomyces(32).

En C. neoformans se ha observado consistentemente con sus gruesas paredes celulares y su extensa
capsula. Durante mediados del siglo XX, los antisueros de conejo se utilizaron para definir los
serotipos de la cépsula (A a D) una categorizacion que mas tarde fue refinada por analisis de
secuencias de ADN, la ecologia, la epidemiologia, y la patologia. La clasificacion actual define dos
especies: C. neoformans, que abarca variedad grubii (serotipo A) y variedad. neoformans (serotipo
D) y C. gattii (serotipos B y C). Las dos especies también se dividen en ocho tipos moleculares
principales: VNI y VNII (var. grubii), VNIV (var. neoformans), VNIII (hibridos AD) y VGI -
VGIV ( C. gattii) (16) (33) . En la actualidad, el agente etioldgico se clasifica en dos complejos de
especies: complejo Cryptococcus neoformans y complejo Cryptococcus gattii, con dos especies y
varios hibridos: C. neoformans var. grubii, serotipo A, C. neoformans var. neoformans, serotipo D,
C. gattii, serotipos By Cy los hibridos AD, BD, AA'y AB (34)(35).

Este dltimo sistema permite una tipificacion genética méas precisa, que es particularmente
importante en la clasificacion de hibridos diploides o aneuploides inter e intra varietales que se han
recuperado en el laboratorio y en el medio ambiente (34) . Los genomas de C. neoformans y C.
gattii divergieron hace mas de 34 millones de afios, produciendo especies con marcadas diferencias
ecologicas y patoldgicas. C. neoformans se encuentra en todo el mundo, se asocia con excrementos
aviares (en particular el de las palomas) y causa la gran mayoria de las infecciones humanas. Por el
contrario, C. gattii se ha encontrado histéricamente en regiones tropicales y subtropicales asociadas
con diversas especies de arboles, especialmente y es responsable de menos enfermedades humanas
(33).

5.2 Caracteristicas de C. neoformans y C. gattii como patégenos humanos

C. neoformans y C. gattii son levaduras de forma esférica, ovoide y a veces de forma alargada con
gemacion unipolar o multipolar. Crecen a 37°C y no forman pseudomicelio. En su fase anamorfa
Cryptococcus sp es una levadura redonda u oval (4-6um), rodeada con una capsula polisacarida de
tamafio variable Los aislamientos de fuentes ambientales, son por lo general pequefios (4um) con
capsulas reducidas mientras que en los de origen clinico sucede lo contrario (> 30um) (32).
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Basado en las diferencias antigénicas de la capsula se identificaron cinco serotipos: A, B, C, Dy
AD (36). Entre los factores de patogenicidad de Cryptococcus se encuentra la capsula, la capacidad
de adherencia y las proteinas con actividad enzimatica como las proteasas, las fosfolipasas, las
fenoxilasas y las ureasas.

5.3 Fisiopatologia de la criptococosis

Cryptococcus sp causa infeccién en humanos, sobre todo en quienes tienen la inmunidad celular
alterada (37). El hongo ingresa al organismo principalmente por la inhalacion de esporas (Figura N°
1) (87), la infeccion pulmonar es usualmente asintomatica o puede resultar en una neumonia auto
limitada que se puede resolver en algunas semanas 0 meses aln en ausencia de tratamiento (37).
Posteriormente se puede diseminar por via hematdgena al sistema nervioso central, hueso, préstata
y la piel. La meningitis o las lesiones focales cerebrales constituyen el cuadro clinico mas tipico. La
respuesta del organismo ante la infeccién depende principalmente de la inmunidad celular (1). A
continuacion, se describen las principales manifestaciones clinicas de la criptococosis.

Figura N°1. Formas de adquirir la levadura: mecanismo de infeccidn de C. neoformans (el hongo
ingresa principalmente por via inhalatoria, las fuentes mas conocidas son las heces de palomas u
otras aves, C. gattii estd asociado a eucaliptos de la variedad E. camaldulensis y E. tereticornis);
entre otros. Luego las esporas se alojan en los alveolos diseminandose posteriormente en el sistema
nervioso central (32).

Inhalacién de levaduras secas
(o basidiosporas) en los
alveolos pulmonares

" 4 - Fagocitosis
Ceces fe ave = SN por macréfagos
. neoformans N alveolares

Resolucion, latencia, neumopatia,
propagacién a uno o mas sitios o
todos estos fenémenos en conjunto

Arbol =
C. gattii
C. neoformans

Diseminacion al sistema nervioso central

Fuente: Geo. F. Broocks, Karen C. Carroll, Janet 5. Butel, Stephen A. Morse, Timothy A. Mietzner:
Microbiclogia médica, 26e: www.accessmedicina.com
Derechos @ MeGraw-Hill Education. Derechos Reservados.
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Caracteristicas clinicas

Pulmonar: Las manifestaciones pulmonares abarcan un amplio espectro que va desde hallazgos
radioldgicos asintomaticos hasta trastornos respiratorios agudos. El tracto respiratorio es la puerta
de entrada méas comun, presentdndose como nddulos, infiltrados lobulares, intersticiales, patron
miliar, masas endobronquiales y cavitaciones. La forma localizada pulmonar puede afectar a
personas inmunocompetentes o inmunosuprimidas siendo poco frecuente en las primeras. Esta
patologia no presenta signos y sintomas diagnostico especificos, en la mayoria de los casos suele ser
asintomaética. Suele presentarse con fiebre, tos, disnea, dolor pleural (32).

Sistema nervioso central: Estudios en ratones demuestran que C. neoformans cruza la barrera
hematoencefalica por migracion transcelular a través del endotelio cerebral y posteriormente
prolifera en el espacio subaracnoideo. Los pacientes pueden presentar meningitis o
meningoencefalitis, que se pueden presentar de manera aguda, subaguda o cronica. Por esta raz6n
frente a un paciente VIH positivo con fiebre, sin foco clinico o escazas manifestaciones clinicas,
uno de los planteamientos diagndsticos es la meningoencefalitis por C. neoformans (38). En estos
pacientes el liquido cefalorraquideo (LCR) presenta alteraciones inespecificas y la presion de
apertura esta elevada con frecuencia, lo que sugiere una lesion expansiva intracraneal de
crecimiento lento (20).

No sé a establecido con total claridad la razén por la cual C. neoformans tiene un gran tropismo por
el sistema nervioso central. Se cree que escapa al sistema inmunitario del huésped en el liquido
cefalorraquideo (LCR) ya que la fraccion C3 del complemento no se fija sobre la levadura como
ocurre en el caso del suero (17).

Piel: La criptococosis cutanea puede ser primaria 0 secundaria, la criptococosis cutdnea primaria
(CCP) ha sido definida en la literatura como la identificacién del Cryptococcus en la biopsia o el
cultivo de la piel en ausencia de enfermedad diseminada. La criptococosis cutdnea secundaria
(CCS) se presenta por diseminacion hematdgena del hongo a la piel, lo que ocurre entre el 10-20%
de los casos. La criptococosis primaria ocurre usualmente en &reas de trauma previo como una
lesion por un cuerpo extrafio o la mordedura de algin animal. Las personas con hobbies u
ocupaciones que las exponen a lesionarse en areas donde existen excrementos de palomas o detritus
de arboles tienen mayor probabilidad de presentar la enfermedad. Las lesiones por Cryptococcus
son muy variables e incluyen méculas, péapulas tipo molusco contagioso, pustulas y lesiones
simuladoras de herpes (simple y zoster), equimosis, purpura palpable y lesiones simuladoras de
sarcoma de Kaposi, nodulos subcutdneos, Uulceras tipo pioderma gangrenoso, lesiones
granulomatosas, abscesos y lesiones pseudotumorales, lesiones de tipo rinofima y celulitis (17).

Ocular: Méas del 50% de pacientes con neurocriptococosis presentan manifestaciones
neuroftalmoldgicas siendo la mas frecuente el papiedema secundario a la meningitis. S6lo un 5% de
las meningitis se asocian a afectacion intraocular, por lo que la coroiditis es infrecuente. La
coroiditis suele ser multifocal y bilateral con lesiones numulares blanco amarillentas de tamafio
variable la cual suele asociar papiledema (17).
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Otros: C. neoformans puede afectar la prostata la cual es considerada como un reservorio
importante en el hombre. No obstante, C. neoformans puede llegar a cualquier parte del cuerpo
durante el proceso de diseminacién hematdgena con manifestaciones propias de cada localizacion
7).

5.4 Factores de virulencia de Cryptococcus sp.

Melanina: Lacasa -fenol oxidasa es una enzima que se requiere para la produccion de melanina la
cual tiene un papel en la virulencia fungica, asi como la supervivencia en el medio ambiente. Se
reportd que la lacasa, enzima que requiere de fenol oxidasa; esta altamente asociada con el tropismo
a SNC de C. neoformans, permitiendo el acceso a los sustratos fenolicos como las catecolaminas
del hospedero en mecanismos de invasion al sistema nerviosos central(39)(40).

La melanina es un factor de virulencia bien establecido en C. neoformans que, ademas de proteger
la levadura de una variedad de tensiones ambientales y del hospedero, influye en la susceptibilidad
de muchas especies de hongos a los agentes antifingicos. Esta actia como un antioxidante, que
protege al hongo de la destruccion intracelular por las células fagociticas. Ademaés, la melanina
evita la produccion de factor de necrosis tumoral (TNF) por los macréfagos, y éste es necesario para
generar una respuesta inmune celular protectora. Hay abundantes pruebas que la melanizacion
aumenta la resistencia de C. neoformansa Anfotericina B (AMB), y algunas investigaciones
sugieren que también afecta la susceptibilidad de Fluconazol (FLC) (41). C. neoformans activa la
melanina en los tejidos del hospedero, presumiblemente mediante la captacion de precursores
fenolicos como L -3,4-dihydroxyphenylalanine (L- DOPA). Estos substratos, que se convierten en
melanina por C. neoformans (lacasa)(42).

Varios estudios han demostrado que C. neoformans cuando expresa melanina puede soportar
concentraciones mas altas de Anfotericina B. Las pruebas tradicionales de susceptibilidad
antifangica de la Unién Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas, (AFST-
EUCAST) no puede detectar diferencias entre células melanizadas y no melanizadas, pero los
ensayos de mortalidad pueden utilizarse para evaluar los efectos de la melanizacién en la
susceptibilidad al farmaco (42). Los resultados de ensayos han demostrado repetidamente que
siguen siendo viables células significativamente mas melanizadas que no melanizadas después de la
incubacion con diversas concentraciones de AMB. Esta observacion sigue siendo valida, ya sea que
las células no estén melanizadas debido a la incubacién sin L- DOPA o a través de la deficiencia de
lacasa (42). Aunqgue el grado en que las células melanizadas superan a las células no melanizadas
parece diferir segun la cepa y la concentracion del farmaco. Casi todos los estudios mostraron al
menos una diferencia de 2 veces, con muchos ensayos que muestran nimeros 6 veces mayores de
células melanizadas supervivientes. Esto sugiere que el efecto practico de la melanizacién en la
susceptibilidad de AMB in vivo es probable que sea considerable (41).

La actividad de lacasa in-vitro de cepas de C. neoformans aisladas de casos de meningitis
criptococica asociada al VIH han tenido una relacién significativamente negativa con la tasa de
eliminacion de hongos de pacientes humanos durante la terapia antifingica basada en AMB. Dado
que la melanina es un factor de virulencia responsable de la proteccion contra la fagocitosis y la
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muerte por macrdfagos, entre otras defensas del huésped, es posible que la relacion inversa entre la
actividad de lacasa y el aclaramiento ocurra independientemente de cualquier efecto sobre la
actividad de AMB. No obstante, estos resultados son consistentes con la nocion de que la
melanizacién puede aumentar la resistencia de C. neoformans a AMB y que al no tener en cuenta
los efectos de la melanizacion, CLSI AFST se vuelve menos efectiva para evaluar con precision la
probabilidad de una cepa de ser eliminada por AMB (31).

Cépsula: El factor de virulencia mejor estudiado de Cryptococcus sp es su cédpsula de (Figura
N°2). Esta constituida principalmente por dos grandes polisacaridos, glucuronoxilomanano (GXM)
y glucuronoxilomanogalactano (GXMGal); ambos implicados en la virulencia y por polisacaridos
como Xxilosa, manosa y acido glucurdnico, que determinan el deterioro en la fagocitosis. Esta
estructura dindmica, puede crecer hasta varias veces el didmetro de la celda en grosor, es Unica entre
los patdgenos fangicos. Las células que carecen de esta estructura son a virulentas y se ha
demostrado que la capsula, asi como el polisacarido, inhiben la fagocitosis de la levadura y otras
respuestas inmunitarias del huésped. El polisacarido capsular intravascular soluble impide la
migracion de leucocitos en el sitio de inflamacion aguda o croénica, causado por neutréfilos y
linfocitos que desprenden de la superficie L-selectina e inducen respuesta inmune; esa inmunidad es
de baja regulacion (43).

Figura N°2. Capsula: C. neoformans tefiida con tinta china en donde se observa su capsula en halo
blanquecino. Imagen sacade de: Centro de control y prevencion de enfermedades. Bliblioteca de salud
publica (PHIL)Microbiol. 2016;7(MAR):1-16.

Las condiciones de cultivo estandar de laboratorio, incluido el crecimiento en RPMI, generalmente
producen células de C. neoformans con cépsulas relativamente pequefias. Los mecanismos por los
cuales se logra la expansion de la capsula dentro del huésped aun no se han dilucidado por
completo, pero varios factores afectan el tamafio de la capsula, incluida la concentracién de CO »,
concentracion de nutrientes, pH, disponibilidad de hierro. Concentracion de Mg2 *, presencia de
ciertos fosfolipidos y presién osmoética (44) (45).

Pareja sexual: Existen dos estados de reproduccion sexual;los cuales son Fillobasidiella neoformans
var neoformans que se deriva de C. neoformans y Fillobasidiella neoformans var bacillispora que
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se deriva de C. gattii. EI hongo se comporta como heterotdlico, encontrandose dos tipos de
aislamientos en la naturaleza la variedad “a” y la “a”; donde méas del 95% de los aislamientos
clinicos corresponden a la variedad a (18).

Estado anamorfo. La reproduccion asexual representa el estado anamorfico, el cual esta
caracterizado por la produccion de células levaduriforme gemantes (propagulos asexuales), que
tipicamente desarrollan una gran capsula compuesta por polisacaridos. El arreglo de los
componentes capsulares determina alguno de los cuatro serotipos de la levadura: A, B, C 6 D. Las
levaduras son redondas (4-6 um de diametro) o en ocasiones ovaladas y excepcionalmente
formadoras de pseudomicelio. Tanto las levaduras madre, como los blastoconidios se caracterizan
por la presencia de capsula(46).

-Estado Teleomorfo. El estado sexual del hongo estd caracterizado por la produccion de
basiodiosporas (propagulos sexuales). Filobasidiella neoformans es el Teleomorfo de C.
neoformans y F. bacillispora, lo es de C. gattii. EI género Filobasidiella es un basidiomiceto, con
dos tipos sexuales: "a" y "alfa" caracterizados por tener el micelio hialino, consistente en hifas
dicarioticas y un basidio alargado, portando basiodiosporas sésiles y en cadena (gemacion basipeta)

).

La reproduccion sexual es regulada por un locus de tipo de apareamiento Unico con dos alelos
alternativos, MATa 0 MATa, pero la reproduccion sexual parece ser limitada por encuentros
aparentemente raros con los tipos de pareja sexuale. Ademas, hay recombinacion por fusién celular
del mismo sexo o autodiploidizacién (endoreplicacion) que produce haploides o diploides progenies
recombinantes.

La mayoria de las cepas de serotipo AD son heterocigotos en el lugar geométrico de apareamiento,
presentando dos apareamientos opuestos tipo alelos, aADa o aADa. Aunque, el alelo MATa entre
los aislados del serotipo A es raro, es comun en hibridos AD. Los hibridos aADa naturales que
surgieron por fusion entre dos células o de diferentes serotipos se han informado en Africa
meridional y los Estados Unidos. Ademas, se ha informado que un pequefio porcentaje de cepas de
AD son homocigotos en el locus de apareamiento, presentando solo un alelo (47).

Crecimiento a 37°C: Se ha demostrado que las cepas de C. neoformans tienen temperaturas de
crecimiento dptimas y maximas de 32 y 40 ° C respectivamente. También crece a temperatura
corporal de los mamiferos. Sin embargo, dentro de las diversas variedades de C. neoformans la
tolerancia a la alta temperatura en realidad puede variar. Por ejemplo, cuando se estudia el
crecimiento de un gran nimero de cepas, parece que cepas de C. neoformans var. grubii (serotipo
A) generalmente tienen una mejor tolerancia a la temperatura alta que C.
neoformans var. neoformans (30).

Enzimas extracelulares: Otro factor que ha sido implicado en la virulencia es la produccién de
manitol, que se correlaciona con una mayor resistencia al estrés osmdtico, térmico y
oxidativo. También se han sugerido superoxido dismutasa, proteasas y fosfolipasas como factores
de virulencia criptococica (48).

Proteasas: La produccion de proteasa esta implicada en la patogenicidad de los hongos oportunistas.
Existe un gran nimero de publicaciones en las cuales se examina la produccion de estas enzimas
hidroliticas. Entre los hongos, dos ejemplos notables son Candida albicans y Aspergillus fumigatus.
Se cree que las proteasas estan vinculadas a la virulencia microbiana mediante la destruccion de los
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tejidos del huésped y a su vez realizan proteo6lisis de proteinas inmunoldgicamente importantes,
como anticuerpos y complemento (49). La produccidn de proteasas juega un papel importante en la
degradacion tisular del hospedero, favoreciendo la invasion del parénquima pulmonar a partir del
espacio alveolar, siendo asi un determinante en la patogenicidad (48).

Fosfolipasas: La enzima secretada, fosfolipasa B (PIbl), se concentra en la pared celular, pero no se
conoce su funcion alli. Es un determinante de la virulencia criptocdcica establecido siendo este el
receptor que facilita la invasion del tejido pulmonar hidrolizando fosfolipidos en membranas
celulares de mamiferos y surfactante pulmonar, adicionalmente es esencial para la diseminacién
hematégena de la infeccion (50). Existe evidencia de que la Plbl criptocdcica se une
covalentemente a los B-glucanos en la pared celular porque se libera de las paredes celulares de C.
neoformans y Saccharomyces cerevisiae que expresan PIbl criptocécica heter6loga, mediante el
tratamiento con B- 1,3 glucanasa fungica (51). Esto plantea la posibilidad de que la Plbl
criptococica sirva de funciones duales en la célula criptocdécica, es decir, que esté involucrada en la
homeostasis de la membrana y la remodelacion y en el mantenimiento de la integridad de la pared
celular. Ambas funciones contribuirian a la supervivencia de los hongos en el medio ambiente y el
huésped mamifero. Ademas, PIbl secretado, que facilita la invasion tisular, puede derivarse
directamente de la pared celular(50).

Ureasa: La ureasa es una metaloenzima que cataliza la hidrolisis de urea a amoniaco y
carbamato. En condiciones fisioldgicas, esta reaccion puede provocar un aumento del pH. La ureasa
parece ser un componente del fenotipo de virulencia criptococica compuesta para invadir el sistema
nervioso central (SNC) (52).

5.5 Epidemiologia

En todo el mundo, C. neoformans y C. gattii causan infecciones con un estimado de un millén de
casos de meningitis criptococica por afio entre personas con VIH/SIDA, lo que resulta en casi
625,000 muertes (Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, CDC, Atlanta, EE.
UU), aunque C. gattii tenga una incidencia significativamente méas baja (25). La incidencia de la
criptococosis aumentd con el inicio del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en la
década de 1980. Tras la terapia antirretroviral altamente efectiva (TARGA) desde mediados de
1990, su frecuencia comenzd a disminuir en los paises desarrollados (6).

La mayor carga de la enfermedad ocurre en Africa subsahariana, donde se estima la mortalidad del
50% al 70%. En los Estados Unidos y otros paises desarrollados, la criptococosis esta disminuyendo
entre personas con VIH/SIDA debido a la disponibilidad de activos terapia antirretroviral, y, en la
actualidad, la mortalidad esta alrededor 12% (CDC, Atlanta, EE. UU.)(6). Estudios genéticos
demuestran que los brotes ocurridos en la costa occidental de Canada y EE.UU. fueron producidos
principalmente por el genotipo AFLP5/VGII, a su vez estos aislamientos presentan tres linajes
clonales distintos que han sido designados como VGlla, VGIIb y VGIIc(33). Estos genotipos
ocasionan mayor letalidad en los animales de experimentacion, a su vez, muestran valores de
concentracion inhibitoria minima mas elevados frente a diversos antifingicos. Desde finales de
1990 hasta la actualidad cerca de 300 personas han sido afectadas las cuales presentan por lo
general cuadros clinicos més caracteristicos y con pobre respuesta al tratamiento (53).
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En Centroamérica y Sudamerica un estudio realizado en el 2010 reporté de 10,548 aislamientos de
la especie Cryptococcus sp el 53% se informd de Brasil, el 22% de Colombia, 15% de Argentina, y
un porcentaje menor de otros paises. Se aislo un total de 8,590 (81%) cepas de fuentes clinicas y
1.958 (19%) del medio ambiente y fuentes veterinarias, de las cuales se detectaron aislamientos de
C. neoformans en palomas y otras aves excretas, suelo, polvo y viviendas contaminadas y de C.
gattii del arbol de eucalipto, almendro, arbol kassod, rosa, Caesalpinia peltophoroides y
Anadenanthera peregrino, donde C. neoformans fue reconocido en 6.665 y C. gattii en 1.464
aislamientos. El anélisis combinado de los datos de tipado molecular informados de Brasil (1,439
aislamientos) mostro que todos los tipos, a excepcion de VGIV, estan representados en este pais. En
la mayoria de los aislados en Brasil pertenecen al tipo molecular VNI, seguido de VGII, mientras
que VNII, VNIV, VGI y VGIII ocurrieron en un nivel inferior pero similar porcentaje. Dos
aislamientos de VVNIII, asi como un VNI/VGII hibrido también fueron reportados(6).

En Colombia (542 aislamientos), encontrandose una prevalencia de tipos moleculares similar a la
observada en Brasil, a excepcion de VGIII, que se produjo en un mayor porcentaje de VNII, VGI y
VGIV, asi como VNIV, que fue reconocida solo en un aislado. Los hibridos VNIII AD parecen
estar ausentes en Colombia(6). Aunque en Colombia la criptococosis no requiere notificacion
obligatoria, una serie de informes revelan su importancia en el pais (4). En el afio 1997, una
encuesta nacional centrada en la criptococosis se disefid con el objetivo de identificar las
caracteristicas demogréficas de la poblacion colombiana, los factores de riesgo implicados, los
ensayos de laboratorio empleados para el diagnostico, los agentes etioldgicos involucrados, y el
tratamiento inicial dado a los pacientes(23).Recientemente, se realiz6 una actualizacion del
cuestionario, donde segun los resultados del programa nacional de vigilancia para los afios 2006-
2010 en Colombia la mayoria de los pacientes (76,6%) eran hombres y 74,9% fueron entre los 21 y
los 50 afios. La infeccion por VIH fue el factor de riesgo mas prevalente con un (83,5%), la
criptococosis se definid en pacientes con SIDA en un 23% de los casos. La incidencia anual
promedio en la poblacion general fue de 2,4 por un millén de habitantes mientras que, en pacientes
con SIDA, aument6 a 3,3 por 1.000 de habitantes. 6(23). La tasa media de incidencia de la
criptococosis por afio en la poblacion general era calculada usando como denominador el nimero
total (43,926,034) de habitantes de Colombia para el afio 2008. (23). En 474 encuestas se
informaron manifestaciones clinicas; donde las mas ocasionales fueron; cefalea (84,5%), fiebre
(63,4%), naduseas y vomito (57,5%), alteraciones mentales (46,3%), signos meningeos (33%), tos
(26,4%) vy alteraciones visuales (24,5%). La neurocriptococosis se reportdé en un 81,8% de los
casos(23).

5.6 Diagndstico

El diagndstico microbioldgico de la criptococosis se basa en el aislamiento de la levadura, examen
microscopico directo de la muestra, asi como la realizacion de pruebas bioquimicas y seroldgicas
(32). EIl diagnostico se realiza, habitualmente, mediante la observacidén del agente causal en el
examen directo con tinta china, que puede realizarse a partir de exudado, esputo o tejido cerebral. Si
se trata de LCR u orina, la muestra debe centrifugarse inicialmente. EI hongo puede ser observado
en preparaciones en fresco mediante montaje con tinta china diluida en solucién salina o a la
observacion con microscopio contraste de fase, habiéndose tomado una muestra de 3 a 5 ml de
liquido cefalorraquideo (LCR). Con esta preparacion se observa la presencia de células esféricas,
rodeadas por un gran halo claro que corresponde a la capsula, esta no se colorea con la tinta y
semeja un espacio claro; donde ocasionalmente hay pseudofilamentos (32). El diagnéstico de la
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forma cutanea requiere de la visualizacion del hongo por medio de la escarificacion de las lesiones
0 la toma de biopsia(54).

El método de aglutinacion de particulas de latex sensibilizadas con gamma-globulina de conejo
anti-polisacérido capsular de C. neoformans se puede realizar tanto en suero como en LCR, con
fines diagnosticos y de monitoreo de la terapia. Tiene una sensibilidad cercana al 95% y una
especificidad entre 93 y 100%(55).

Cultivos

El cultivo apropiado cuando la levadura proveniente de sangre y liquido cefalorraquideo debe ser en
Agar Saboraud con antibiéticos como el cloranfenicol, no debe usarse la cicloheximida porque
inhibe algunas cepas del hongo. La temperatura Optima para su crecimiento es de 37°C aunque
también crecen a 25°C. Produce colonias lisas de textura mucoide y coloracion blanco cremosa. C.
neoformans se desarrolla bien en medios bacterioldgicos generales como agar sangre, Ruiz
Castafieda y medios liquidos para hemocultivos. Para muestras contaminadas como las provenientes
de vias respiratorias 0 muestras ambientales se usan medios especiales selectivos como son el
medio de Guizotia (semilla de girasol), también conocido como medio Staib, el &cido cafeico o el
medio Pal que usa un extracto acuoso de semillas de Girasol (Helianthus annuus). En estos medios
C. neoformans sintetiza la enzima fenoloxidasa que cataliza la oxidacion de unos sustratos
difendlicos en productos similares a la melanina. En estos medios las colonias se observan de un
color pardo permitiendo diferenciarlas de otras levaduras como candida spp u de otras especies de
Cryptococcus(56) (57).

5.7 Tratamiento

El tratamiento depende, principalmente, de dos factores: el sitio anatémico involucrado y el estado
inmunolégico del hospedero. En formas leves sin compromiso del SNC usualmente se utiliza
Fluconazol via oral 400 mg diariamente por 6 a 12 semanas. Itraconazol puede ser utilizado, pero es
menos efectivo (58). En casos severos con compromiso del SNC, para pacientes con VIH, se indica
una primera fase de induccion con Anfotericina B via endovenosa (VE) a dosis de 0,7mg/kg diario
combinado con 5-fluocitosina VE a dosis de 100mg/kg (la combinacién con 5-fluocitosina ayuda a
una esterilizacion mas rapida del LCR), divididos en cuatro dosis, por dos semanas, seguidos por
una fase de mantenimiento con Fluconazol 400 a 800mg via oral (VO) diarios por un minimo de 8
semanas (58). Para pacientes sin VIH con compromiso del SNC la fase de induccién se prolonga
por 4 semanas, pudiendo sustituirse la Anfotericina B por Anfotericina B liposomal las Gltimas dos
semanas, esto en pacientes en los cuales el LCR se torna estéril a las dos semanas, si no se logra la
esterilizacion del LCR y el paciente presenta complicaciones neurolégicas la fase de induccion se
prolonga por 6 semanas (58).

La mayoria de los paises de América Latina no cuentan con 5-fluocitosina, por lo que se usan otras
alternativas de tratamiento. En Colombia, segln protocolo de estudio y manejo de pacientes con
criptococosis, se establece que en caso de no contar con 5-fluocitosina se puede utilizar
Anfotericina B 0,7mg/kg de peso/ dia IV + Fluconazol 800mg/dia VO durante 2 semanas en la fase
de induccion. En la fase de mantenimiento se utiliza Fluconazol 800mg/dia VO por un minimo de 8
semanas (59). En cuanto a los nuevos tratamientos, actualmente se cuenta con limitada informacién
sobre la utilidad de los nuevos triazoles, Voriconazol y posaconazol para el tratamiento de la
criptococosis. En los pacientes con VIH que han completado las 10 semanas de tratamiento se les
debe administrar una dosis de Fluconazol 200mg/dia de manera permanente o hasta que se produzca
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una mejora de su inmunidad como consecuencia del TARGA (profilaxis secundaria). En caso la
presion del LCR sea > 25cm H20 y existan sintomas de hipertension intracraneana, se deben
realizar punciones lumbares terapéuticas diarias buscando la disminucion de la presion en un 50%
(59).

Voriconazol: Antifangico triazélico de amplio espectro. Inhibidor de la sintesis de ergosterol.
Hongos sensibles: Candida albicans y otras especies de Candida, incluidas C. tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis y C. krusei; especies de Aspergillus, incluidas A. fumigatus, A. flavus, A.
terreus y A. niger. También activo frente a Crypotoccus neoformans, micosis endémicas
(Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Cocciodioides immitis) y dermatofitos.
Actividad fungistatica frente a Candida y fungicida frente a Aspergillus. Las cepas de C.glabrata
resistentes a fluconazol son también resistentes a VVoriconazol (60).

Anfotericina B: Antifingico de amplio espectro, de actividad fungicida o fungistética en funcion de
concentracion. Activa frente a Candida spp. (Excepto algunas cepas de C. lusitaniae y C.
guillermondii), Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp. (Excepto A. terreus y algunas cepas de
A. flavus). A pesar de que no atraviesa barrera hematoencefalica es eficaz contra la criptococosis.
Tiene el inconveniente de ser nefrotoxico, con aumentos niveles de creatinina (61).

Fluconazol: Antifingico. Pertenece al grupo de los azoles, concretamente a la clase de los triazoles.
Su mecanismo de accion reduce la concentracion de ergosterol, esencial para la integridad de la
membrana citoplasmaética fungica. Su efecto es fungistatico. Su espectro de accion incluye: Candida
albicans y otras especies de Candida excepto C. krusei, C. norvengensis, C. ciferri y C.
inconspicua. El 50% de las cepas de C. glabrata, casi un 50% de las de C. famata y en torno al 10%
de las de C. tropicalis son parcial o totalmente resistentes. También es activo frente a Cryptococcus,
Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides, dermatofitos y Malassezia furfur. Su
difusion es satisfactoria incluso al sistema nervioso central en ausencia de meninges inflamadas. Su
metabolismo es hepatico y su eliminacién renal (62).

En Colombia se usan las recomendaciones de las guias IDSA 2010 (63), segun lo muestran varios
casos clinicos; las cuales indican que el compromiso leve a moderado puede ser tratado con
fluconazol 400 mg via oral dia, durante seis a doce meses; en caso de compromiso pulmonar severo,
la recomendacion es aplicar el tratamiento para la neurocriptococosis. Las alternativas de
tratamiento son Itraconazol oral 200 mg dos veces al dia, voriconazol oral 200 mg dos veces al dia
y posaconazol oral 400 mg dos veces al dia. El tratamiento de criptococomas multiples o de gran
tamafio causados por C. gattii amerita un abordaje mas agresivo. Por tanto, en estos casos se
recomienda manejo con Anfotericina B + Flucitosina por 4 a 6 semanas, seguido de fluconazol por
6 a 18 meses (64).

5.8 Susceptibilidad

La evaluacion de susceptibilidad in-vitro para C. neoformans sirve como una guia clinica
importante en la seleccion del agente antifingico adecuado para el tratamiento de la criptococosis,
asi como para la deteccidn de la aparicion de aislamientos resistentes durante la ejecucion de la
vigilancia pasiva. Numerosos esfuerzos se han realizado para garantizar que métodos de evaluacion
de la susceptibilidad in-vitro de C. neoformans sean reproducibles y clinicamente relevantes, lo que
ha promovido su estandarizacion y uso en laboratorios, con el fin de obtener resultados comparables
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entre ellos. Actualmente, existen tres métodos de referencia estandarizados para realizar pruebas de
susceptibilidad in-vitro con levaduras: primero por el CLSI (documento "M27-A3" y sus
suplementos "M27-S3" y "M27-S4") , el segundo por EUCAST, ambos basados en la técnica de
microdilucién en caldo, y el tercero es el método de difusién de disco, también desarrollado por el
CLSI(documento "M44-A2") (65).

Sin embargo, dada la necesidad obvia de tener valores de referencia que guian la eleccion de la
terapia apropiada, algunas alternativas han sido propuestas Han propuesto utilizar los puntos de
corte establecidos por el método CLSI M27-A3 para Candida spp., para la interpretacion de
resistencia antifungica en C. neoformans. Estos puntos de corte categorizan un aislado como
susceptible (S), sensibles dosis dependiente (SDD), intermedio (1) y resistente (R) para cada agente
antimicatico.

Como no se han establecido puntos de corte para el posaconazol (PCZ), estos autores han
propuesto el uso de los que ya han desarrollado para Voriconazol (VCZ)(65). Al usar el Método
CLSI M44-A2 para la difusion en disco, los puntos de corte son los siguientes: FCZ — S > 19 mm,
SDD 15-18 mm, R < 14 mm; VCZ — S > 17 mm, SDD 14-16 mm, R < 13 mm. Otra alternativa es
interpretar los valores MIC obtenidos, teniendo en cuenta los puntos de corte propuestos y aplicados
en estudios de vigilancia para evaluar la resistencia antifungica de C. neoformans. Estos puntos son
especificos para los siguientes agentes antifungicos: FCZ > 16 o > 64 pg / ml; Itraconazol (ITZ) > 1
pg/ ml; VCZ > 2 pg / ml; AB > 1 pg/ ml; 5-FC > 32 pg / ml. Es importante tener en cuenta que
estos puntos de corte deben interpretarse cuidadosamente, teniendo en cuenta el contexto clinico del
paciente (66).

Métodos de susceptibilidad para Cryptococcus

e Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI): antes conocido como el Comité Nacional de
Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS), form6 un subcomité de Prueba de susceptibilidad
antifungica que publico, en 1997, el documento M27A "Método de referencia para la
susceptibilidad antifangica a la dilucion en caldo “Prueba de levadura; Norma aprobada ". Este
documento define referencias de cepas con rangos de concentraciones minimas inhibitorias
(MIC) y Puntos de ruptura (BP) para algunos antifngicos y su accion contra las levaduras como
Candida y Cryptococcus. Desde entonces, varias actualizaciones tienen publicado, el actual se
aprobo en abril de 200820. Para los hongos filamentosos, el primer documento se publicé en
2002: M38A:"Método de referencia para la prueba de susceptibilidad antiflngica a la dilucion en
caldo" de hongos filamentosos; Approved Standard "con una segunda edicion publicado en
2008, que es el actualmente aceptado (67).

e Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST): es un comité
permanente organizado conjuntamente por la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y
Enfermedades Infecciosas (ESCMID), el Centro Europeo para el Control de Enfermedades
(ECDC), y los Comités Europeos de Punto de Inflexion Nacional (www.eucast.org). El
subcomité de prueba de susceptibilidad antifungica del EUCAST (AFST-EUCAST) se formé en
1997, y en 2008 publicé un estandar de prueba de susceptibilidad para levaduras (incluyendo
Cryptococcus sp). Esta norma se actualizé en 2012. Todos estos estandares estan disponibles en
linea y se pueden descargar del sitio web de EUCAST (www.eucast.org). Diferencias entre

24



ambos estandares se encuentran principalmente en el tamafio del indculo, el tiempo de
incubacion y composicion media. A pesar de estas diferencias, los resultados obtenidos por
ambos métodos son comparables CLSI y EUCAST incluyen en sus estandares para probar la
levadura algunas modificaciones para Cryptococcus. Asi, en CLSI la recomendacién es leer MIC
para Cryptococcus después de 70 a 74 horas de incubacion (tabla 1) (68) (en contraste con 24-
48h para Candida), mientras EUCAST recomienda la incubacion de las placas a 30°C cuando el
control de crecimiento no alcanza una densidad dptica de 0.2 a 35°C (67).

Tabla 1. Test de susceptibilidad antifangica por metodologia CLCI vs EUCAST

Table 1
Métodos de susceptibilidad antifungica CLSI vs EUCAST

CLSI M27-A3 EUCAST Edef 7.2
Parametro Microdilucién Microdilucion
Tamafio pocillo de la placa  Redondo Plano
Medio RMPI 1640 RPMI 1640
Concentracion de glucosa 0.2% 2%
Densidad del inoculo 0.5-2.5x 10° 0.5-2.5x 10°
Temperatura de incubacion 35°C 35°C
Tiempo de incubacion
AMB, FCZ, 24h 24h
Azoles 48h 24h
Cryptococcus 72h 48h
Lectura Visual Espectrofotométria
Punto de corte
AMB 100 % Inhibicién 90 % Inhibicién
Azoles 50 % Inhibicion 50% Inhibicion

AMB= Anfoteciniva B , FCZ= Fluconazol .

Métodos de dilucién en caldo: Constituyen el estdndar de oro para determinar la susceptibilidad in-
vitro, tanto de levaduras como de hongos filamentosos y miden CIM a distintos farmacos
antifangicos, como Anfotericina B, Fluocitosina, Fluconazol, Ketoconazol, Itraconazol y los nuevos
triazoles como Voriconazol, posaconazol y Ravuconazol. En la actualidad se dispone de dos
estandares que utilizan el método de microdilucién en caldo con este proposito. Uno es el
documento M27-A3, de la CLSI, en el cual se han establecido puntos de corte después de una
exhaustiva correlacion clinica y epidemioldgica para definir susceptibilidad in-vitro a determinados
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antifungicos como los azoles (67). Se han determinado puntos de corte de CIM para Fluconazol,
Itraconazol, Voriconazol y Fluocitosina (Tabla 2). Los puntos de corte para las equinocandinas
(Caspofungina, micafungina, anidulafungina) contra Candida, ain no han sido validados; sin
embargo, es importante sefialar que C. parapsilosis, C. guilliermondii y C. famata tienden a
presentar CIMs mas altas a estos farmacos.

El otro es el estdndar europeo EUCAST-AFST, cuya version definitiva se publico el afio 2007 y que
ha establecido puntos de corte clinicos de acuerdo con la especie y la relacion entre criterios
farmacocinéticos y farmacodindmicos y la distribucién de las CIMs. Es asi como hay especies con
puntos de corte relacionados y no relacionados (Tabla 2). Aunque ambos estandares son similares,
presentan diferencias en varios aspectos en la metodologia para evaluar susceptibilidad de levaduras
fermentadoras como Candida sp. Algunas de las diferencias mas importantes son: el tiempo de
incubacion (24 hrs para EUCAST vy 48 hrs para el estdndar CLSI) pues el primero utiliza un in6culo
mayor; el fondo del pocillo de la placa de microdilucion (plano para EUCAST y redondo para
CLSI); la lectura (espectrofotométrica en EUCAST, visual en CLSI). Ambos utilizan RPMI 1640
con glutamina, sin bicarbonato y una concentracién de glucosa de 0,2 y 2% (CLSI y EUCAST,
respectivamente) (Tabla 5). Segin lo descrito en la literatura cientifica, ambos estandares
correlacionan bastante bien dentro de tres diluciones; sin embargo, el método EUCAST, tenderia a
leer CIMs mas bajas que el método CLSI, siendo la correlacion ocasionalmente mas baja si con
EUCAST se utilizan los puntos de corte de CLSI11. Es recomendable leer en cada estandar con sus
propios puntos de corte. Desde el punto de vista practico, el método EUCAST es menos laborioso,
mas facil de interpretar, sobre todo en cepas que presentan “trailing” y arroja resultados definitivos
a las 24 hrs de incubacion(67).

En el 2011 Michael A. Pfaller, determind los valores de corte epidemiolégico para C. neoformans,
este analisis fue importante debido a que los puntos de corte de susceptibilidad clinica estan
ausentes, este tipo de anélisis proporciona la interpretacion para detectar la resistencia a fluconazol
(FLC), posaconazol (PSC)y voriconazol (VRC). Utilizaron la coleccion de 1.271 aislamientos
clinicos de esta levadura obtenida de los programas de ARTEMIS y SENTRY, la prueba de
susceptibilidad se realizé utilizando las recomendaciones de CLSI. Las MIC para FLC, PSCy VRC
fueron 4 mg/L, 0.12 mg/L y 0.06 mg/L, respectivamente. Los puntos de corte expresados en
miligramos por litro para FLC, PSC y VRC fueron 8 (96.9), 0.25 (96.5) y 0.12 (95.1),
respectivamente (% de aislados que tenian MIC< punto de corte) (69). Mas tarde en el 2013 y 2015,
SENTRY confirmaron los puntos de corte para estos antifungicos en aislamientos clinicos de C.
neoformans ademas que realiza la vigilancia antifingica para esta levadura y otras micosis en
diferentes continentes, concluyen que la resistencia a los antifungicos es poco comun entre los
aislamientos de C. neoformans.

Tabla 2. Puntos de corte para fluconazol, posaconazol y voriconazol en C. neoformans (69).
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MIC (mg/L)

Agente antifungico

Rango Corte
Fluconazol [ 283) 0.25-32 4
Posaconazol285) 003-0.5 0.12
oriconazol [185) (008-0.5 (.06

Método de difusién en disco: Es un método simple, desarrollado para levaduras y disponible para
farmacos solubles en agua, tales como Flucitosina, Fluconazol y Voriconazol, estandarizado por el
CLSI en el documento M44-P para especies de Candida. Se obtiene un halo de inhibicion cuya
medicion correlaciona muy bien con el método de referencia, lo cual ha sido demostrado en
estudios multicéntricos que han probado mas de 1.000 cepas. La utilizacién de azul de metileno
disperso en la superficie de la placa parece mejorar los limites de la zona de inhibicién y facilitar la
lectura(67).

Métodos comerciales: Uno de los més utilizados en los laboratorios de microbiologia por su
factibilidad de montar y su buena concordancia con los métodos de dilucion en caldo es el Etest®
(AB BioDisk, Solna, Sweden), aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para
susceptibilidad in-vitro de Candida sp contra Fluconazol e Itraconazol. Es un método simple, que
involucra la inoculacion del hongo en la superficie de un agar, seguido de la aplicacion de una tira
pléstica impregnada con un gradiente de concentracion del antifungico, lo cual permite determinar
la CIM. Luego, la placa se incuba a 37°C por 24-48 horas y se genera una elipse de inhibicién que
permite obtener la CIM. Se ha utilizado en levaduras y en hongos filamentosos y mide la CIM a
Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol, Fluocitosina, Voriconazol, posaconazol y Caspofungina.
Este método ha sido uno de los més eficaces comparado al método de referencia de microdilucion
para detectar resistencia a Anfotericina B en Candida. Se han probado distintos medios siendo el
maés ulilizado, RPMI suplementado con glucosa al 2%. Otros medios utilizados han sido Casitona,
para azoles, Yeast Nitrogen Base (YNB), particularmente para C. neoformans, AM3 y Mueller-
Hinton suplementado con glucosa al 2% y azul de metileno. Este Ultimo medio ha sido
especialmente recomendado para discriminar cepas resistentes a Anfotericina B, produciendo
elipses de inhibicion mas definidos (67).

El método Etest® (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia); se basa en un gradiente de concentracion
continua del agente antimicotico a lo largo de una tira de plastico, lo que permite determinar los
MIC. Varios investigadores han comparado Etest® y microdilucién de caldo por CLSI para la
determinacion de susceptibilidad de aislados de C. neoformans usando agar RPMI-1640 medio con
2% de glucosa, obteniendo un buen acuerdo para AB, FCZ, 5-FC y VCZ, pero no asi para ITZ.
Thompson et al. compar6 Etest® con el método CLSI Curr Fungal Infect Rep para isavuconazol,
encontrando un acuerdo del 97.8% entre ambos. En términos generales, la concordancia de Etest®
con el CLSI M27-A3 es > 90%. Estudios en los que el agar Mueller-Hinton con glucosa al 2% y
0.5ug/ml de azul de metileno también se usaron buenos acuerdo para AB, FCZ y PCZ, en
comparacion con el Método CLSI (70). En base a estos estudios, el Etest® podria ser una
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alternativa a la microdilucion de caldo para determinar la prueba de susceptibilidad antifingica in-
vitro a C. neoformans, y en particular, para la deteccion de aislamientos resistentes a AB(65).

5.9 Galleria mellonellacomo un sistema modelo para estudiar la patogénesis de C.
neoformans

Debido a las similitudes estructurales y funcionales que existen entre el sistema inmune del insecto
y la respuesta inmune innata de los mamiferos, los insectos han sido ampliamente utilizado para
estudiar la virulencia de patdgenos como Aspergillus fumigatus, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans los cuales han generado resultados que se correlacionan con los que se pueden
obtener utilizando mamiferos (71). Estudios recientes han aprovechado el amplio rango del modelo
animal de C. neoformans para desarrollar sistemas modelo de invertebrados faciles que utilizan la
ameba Acanthamoeba castellanii, el nematodo Caenorhabditis elegans, el moho del limo
Dictyostelium discoideum y el insecto Drosophila melanogaster ; como huéspedes para el estudio
de los atributos de virulencia establecidos o para identificar nuevos genes implicados en la
virulencia (8). Algunos de estos modelos alternativos desarrollados anteriormente estan limitados
por la incapacidad del sistema huésped para sobrevivir a 37°C, la dificultad de administrar indculos
fangicos exactos o la dificultad de administrar quimioterapia antimicética (8). Galleria mellonella
es una polilla del orden de los Lepiddpteros y pertenece a la familia Pyralide. El ciclo completo de
Galleria puede ser utilizado para variados experimentos, por ejemplo, la produccién de huevos y
larvas ha sido utilizada universalmente como larva huésped para la reproduccion in vivo del grupo
de nematodos Steinernematidae y Heterorhabditidae con biofermentaciones (8). Por lo anterior, la
produccion de larvas de G. mellonella, para el aislamiento de hongos entomopatdgenos y la
produccién de nematodos es de gran interés.

Dentro del campo de estudio, la polilla (G. mellonella) es una opcién de modelo animal para este
tipo de ensayos debido a su facilidad de inoculacién, rentabilidad y falta de restricciones legales y
éticas para su uso. Se pueden usar varios puntos finales para evaluar la respuesta de las larvas a
infeccion que incluye mortalidad, grado de melanizacion, alteracion en el hemocito, poblacién o
funcidn y alteracion en el perfil protedmico. Una correlacion entre alteraciones en la densidad de
hemocitos en larvas y la virulencia relativa de hongos patdgenos ha sido establecido (71). Dentro de
su medio ambiente natural sin duda se encuentran varios microbios a los que ha evolucionado su
respuesta inmune. La susceptibilidad a infecciones, asi como su capacidad para montar una la
respuesta de defensa hace de G. mellonella un anfitrion interesante en el estudio de patogenicidad
enfocadndonos especificamente en infecciones fungicas. La forma larval del insecto ha sido
empleada para estudiar hongos tales como Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Candida spp.
y C. neoformans (72).

La mayor ventaja de trabajar con este modelo invertebrado es que las larvas pueden mantenerse en
un rango de temperatura de 25°C a 37°C, 5 facilitando asi un nimero de las condiciones templadas
bajo las cuales hongos existen en cualquiera de los entornos naturales nichos o hosts de
mamiferos(8). Este modelo animal puede ser inoculado con un agente etioldgico a través de tres
métodos: (1) aplicacién topica, (2) oral o (3) inyeccién (72). EI método de inyeccién ofrece el
beneficio de que los hongos se inyectan directamente en el hemocele de las larvas y por lo tanto las
larvas pueden recibir una concentracion conocida del patégeno. Una vez inoculados la mortalidad
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de las larvas puede ser monitoreado para determinar la patogenicidad (69). Otras ventajas de usar
las larvas son su bajo costo, disponibilidad comercial y facilidad de uso(72).

Estos organismos al tener un sistema inmune innato que consta de respuesta humoral y defensas
celulares, donde en la respuesta humoral incluyen una variedad de moléculas secretadas con
propiedades antimicrobianas, que incluyen fenoloxidasa, que defiende contra los patdgenos
catalizando la formacién de melanina y compuestos intermedios de melanina toxica. Las respuestas
inmunes celulares incluyen fagocitosis y formacion de nodulos. La formacion de nodulos ocurre
cuando los microrganismos son reconocidos por el sistema inmune. Los componentes humorales y
celulares también pueden trabajar juntos ya que la melanizacion ocurre dentro de los nédulos (39).

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la relacion entre la susceptibilidad o resistencia antifingica con la capacidad
patogénica de aislamientos clinicos de C. neoformans determinando los perfiles
proteémicos citoplasmaticos.

6.2 Objetivos especificos

1. Determinar la actividad antiflngica in-vitro a Fluconazol, VVoriconazol y Anfotericina B de
aislamientos clinicos de C. neoformans.

2. Determinar la capacidad patogénica de aislamientos clinicos de C. neoformans en Galleria
mellonella.

3. Determinar la expresion de factores de virulencia de aislamientos clinicos de C.
neoformans.

4. Comparar perfiles protedmicos citoplasméaticos globales de aislamientos susceptibles y
resistentes a Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B de aislamientos clinicos de C.
neoformans.
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7. METODOLOGICA

Material Biologico: 29 aislamientos clinicos de C. neoformans disponibles en el cepario del grupo
de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud, obtenidos a través de la vigilancia pasiva de la
criptococosis en Colombia (Anexo 1)

Tabla 3. Cepas control: cepa de alta virulencia H99 y baja virulencia (JEC21)

ID INS Cepa Especie Variedad Serotipo/pareja  Virulencia
sexual

HO0058-1-1129 | H99 C. neoformans | grubii Ala Alta

HO0058-1-1128 | JEC 21 neoformans | D/ o Baja

Los 29 aislamientos fueron suministrados con datos moleculares por PCR (Huella Digital) y RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), donde 26 aislamientos fueron VNI, 1 aislamiento
VNIly 2 VNIV.

Objetivo especifico N°1:

Determinar la actividad antifungica in-vitro a Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B de
aislamientos clinicos de C. neoformans.

Ajuste del inoculo: Se realizd un ajuste del inoculo a una escala 0.5 de Macfarlan que equivale a
1.5x10%° UFC/ml a una absorbancia de 530nm con un rango de 0.08 a 0.12, posteriormente se
realizaran dos diluciones 1/100 y 1/20 segin metodologia de CLSI. Cada paso tiene un volumen
final de 100ul y a cada cepa se le realizo un ajuste en 3ml (73).

Por cada placa de microdilucién hay un espacio para 4 cepas por duplicado, estas se incubaron a
37°C a 110 rpm por 24, 48 y 72 horas. Se procedié con una lectura observacional y de absorbancia
para finalmente obtener todas las concentraciones minimas inhibitorias (MIC).

Ensayo de susceptibilidad: Se realizaron concentraciones de los antifungicos segun la metodologia
de CLSI (Tabla N°4) en placas de microdilucion a un volumen final de 100ml, donde se realizara
para cada ensayo por duplicado (73).
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Tabla 4. Concentraciones de antifungicos Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B segun
estimacion del CLSI para determinar la MIC.

Antiflngico Concentracion

Fluconazol 0.125 64
Voriconazol 0.0313 16
Anfotericina B 0.0313 16

Tabla 5. Cepas control en susceptibilidad antifingica para C. neoformans segin pardmetros de
CLSI con su respectivo ID.

Cepa control ) |
Candida krusei | ATCC 6258
(resistente)
Candida  parapsilosis | ATCC 22019
(sensible)

Primero se realizd una solucion madre a partir de la concentracion mas alta del antifingico
empleando la siguiente formula:

Peso x potencia (0.99) =ml

La concentracion mas alta x 100

Se resuspendio fluconazol en medio Roswell Park Memorial Institute (en inglés, Roswell Park
Memorial Institute medium) (RMPI) con dimetilsulfoxido (DMSO) o agua estéril segin
especificacion del fabricante. Posteriormente a partir de esa solucion se realizaron diez diluciones
seriadas. Seguido de esto a partir de la solucién madre se realizd una segunda dilucion seriada para
luego ser sembradas en las placas de microdilucién; cada placa contenia el inoculo ajustado a una
concentracion de x10UFC/ml y el antifungico resuspendido en medio RMPI. De esta Gltima
dilucién se sembraron 100l en cada placa de microdilucion. Adicionalmente para cada montaje se
usé un control de crecimiento como Candida krusei y Candida parapsilosis de cada antifungico por
cada concentraciéon y un control negativo (sin crecimiento) donde solo tendra concentracion del
antifangico mas medio RMPI sin inoculo. Posterior al montaje de las placas se almacenaron a 4°C
previo a su uso.

Tabla 6. Interpretacion de susceptibilidad con rangos de sensibilidad, SDD y resistencia segun
CLSI (73).

Antifangico \ Sensible SDD Resistente
Anfotericina B <0.5 ug/ml - > 2 ug/ml
Fluconazol <8ug/ ml 16-32 ug/mi > 64 ug/mi
Voriconazol <1 ug/ml 2 ug/ml >4 ug/ml
5- Flucitosina <1 ug/ml 8-16 ug/ml > 32 ug/ml
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Obijetivo especifico N°2:

Determinar la capacidad patogénica de aislamientos clinicos de C. neoformans en Galleria
mellonella.

Control de ajuste de inoculo: En los indculos 1,5X10° UFC/ml, se realiz6 una dilucion hasta x10°
UFC/ml y se sembraron 100ul en agar glucosado Saboraud a 37°C por 48 horas con el fin de
evaluar el ajuste del in6culo, culminado el tiempo se realizé un recuento de UFC.

Caracteristicas macroscépicas del modelo invertebrado: Las larvas se seleccionaron segin sus
caracteristicas macroscopicas sin presentar ninguna coloracion en la cuticula, ya que asi se pueden
indicar larvas infectadas por hongos u otros microorganismos, ademas se seleccionaron larvas de
Gltimos estadios (quinto y sexto).

Desinfeccidn de las larvas: Se desinfectaron en una concentracion de 0,1% de hipoclorito por 30
segundos a 110 rpm, seguido de dos bafios en agua destilada estéril por 30 segundos a 110 rpm.

Inoculacién de las larvas: Se inocularon 21 larvas por cada cepa con 10ul de una suspension de
levadura ajustada a 1,5X10° UFC/mI, mediante una inyeccién con 1,5X 102 UFC/ml en la dltima
pseudopata izquierda usando una jeringa de insulina de 50 Ul de calibre (74). Después de la
inyeccion, 20 de las larvas se incubaron en cajas de Petri a 37°C y se realizé un seguimiento por 15
dias registrando el nimero vivas y muertas. Una larva se sacrificara ese mismo dia con el fin de
evaluar el control de inoculacion, esta se macero y se realiz6 una dilucion 1/1000 con solucién
salina al 0.9%, se sembro 100ul de esta dilucion en agar glucosado de Saboraud a 37°C por 48
horas, culminado el tiempo se realizé un recuento de UFC (8).

Un grupo de 60 larvas se implementaron como control absoluto, control de desinfeccion y control
de inoculacion siendo 20 ejemplares para cada control; el primer control de larvas no tuvo ninguna
manipulacion (para controlar la calidad de las larvas), el segundo grupo control de larvas
Unicamente fueron desinfectadas (para controlar microorganismos) y el tercer grupo control de
larvas de inoculd con PBS 1X y fueron desinfectadas (para controlar algan tipo de dafio locomotor
causado por la inoculacién) (8).

Para evaluar la capacidad fagocitica de los hemocitos de G. mellonella frente a C. neoformans, un
grupo de 5 larvas por cada aislamiento evaluado (Incluido los controles de alta y baja
patogenicidad), se sacrificaron y se les extrajo la hemolinfa. Para este procedimiento cada larva
sacrificada (segun el resultado de las curvas de Kaplan-Meier, del ensayo de G. mellonella) se
Ilevaron a -80°C durante 10 minutos, al finalizar este tiempo se realizé una incision en la Gltima
pseudopata derecha con el fin de obtener la hemolinfa, esta se extendié en una lamina y se le realizo
coloracion de Wright para su visualizacion y un conteo de 100 hemocitos por cada condicién en un
microscopio de luz a 100X.
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Objetivo especifico N°3:

Determinar la expresion de factores de virulencia de aislamientos clinicos de C. neoformans.

Tamarfio capsular y celular: Después de haber concluido el ensayo experimental del segundo
objetivo, se determind la media mortalidad de las tres replicas en el modelo invertebrado, que
consistio en tomar como punto de referencia el dia en donde el 50% de las larvas murieron, esto se
realizo por cada cepa. Cada larva muerta se maceré y se homogenizé en 1 ml de PBS 1X. Se
prepard una lamina que contenia una gota de tinta china y una gota de cada tubo, a continuacion,
cada lamina se visualizd en un Microscopio Zeizz Axiophot en un lente de 40x X 20x, por cada
cepa se visualizardn 100 celulas, midiendo el area total de la célula y el &rea de la cépsula, se
calculd el area celular segun el area total menos el &rea de la capsula (75).

Determinacion de la pareja sexual a 6 a: Cada aislamiento se sembrd en cajas de agar Saboraud por
48 horas a 27 °C, al culminar este tiempo se realizd la extraccion de ADN. A los 29 aislamientos
clinicos almacenados a -70°C en glicerol al 10%, se les realizo la extraccion de ADN como antes se
ha descrito por Casali, et al 2003, brevemente: los aislamientos de C. neoformans, se sembraron en
agar extracto de levadura-peptona-dextrosa (YEPD) durante 48 horas a 27 °C, posteriormente un
asada de este cultivo se incubaron a -20 °C por una hora, a continuacién se suspendieron en 500ul
de buffer de lisis (10 mM Tris, pH 7,5, EDTA 1 mM, pH 8,0 y 1% SDS) y se incubara a 65 °C por
una hora, posteriormente se adicionaron 500l de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1),
se centrifugaron por 15 minutos a 13.000 rpm, el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se
afiadid un volumen igual de isopropanol, el ADN se precipito a -20 °C durante una hora,
posteriormente se centrifugo por 15 minutos a 4 °C a 13.000 rpm. EI ADN se precipito con etanol al
70% y se centrifugo nuevamente por 15 minutos a 4 °C a 13.000 rpm, el ADN se seco a
temperatura ambiente, las muestras se re-suspendieron en 50ul de TE (33) .

Posteriormente se realiz6 una PCR de acuerdo con las condiciones descritas por Hallyday et al.Se
emplearon los iniciadores MFo que codifican para una feromona especifica para la pareja sexual o y
los MFa2 que codifican para una proteina cinasa especifica para la pareja sexual a (2).

Condiciones de reactivos y de amplificacion de PCR de pareja sexual “a” y “alfa (a)”: La PCR
pareja sexual a se realizé en un volumen final de 50 pl que contenia: 37ul de agua de PCR, 2ul (10
ng/ul) de ADN, 5ul de buffer de PCR 10X, 5ul dNTPs a 2 Mm (2 mM de cada base: dATP, dCTP,
dGTP y dTTP), 1.5ul, MgCI2 (1,5 mM) 2ul, de cada iniciador 5ul a 10ng/ul, y Taqg 0.5ul, la
determinacion del patrén molecular a partir de un fragmento de 120pb. Las condiciones de
amplificacién se describen en la tabla 6.

La PCR pareja sexual a se realizd en un volumen final de 50ul que contenia: 30.72ul de agua de
PCR, 2ul (10 ng/ul) de ADN, 5ul de buffer de PCR 10X, 5ul dNTPs a 2 Mm (2 mM de cada base:
dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 3ul, MgCI2 (1,5 mM) 2ul, de cada iniciador 1,2ul a 10ng/ul de
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MfaU y 1.58ul a 10ng/pl de MfaL, y Taq 0.5ul, la determinacion del peso molecular a partir de un
fragmento de 240pb. Las condiciones de amplificacidn se describen en la tabla N°3.

Tabla 6. Condiciones de amplificacidn, PCR sexual “alfa (o))’ y ““a” bajo las condiciones de
amplificacién con 30 ciclos.

Condiciones PCR (30 ciclos)

Desnaturalizacion inicial 94°C durante 5
minutos

Desnaturalizacion 94°C durante 1 minuto

Anillamiento 55°C durante 1 minuto

Extension 72°C durante 1 minuto

1 ciclo final de extension 72°C durante 7
minutos

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1,2% en buffer 1X (TBE) a 100 V
durante 1 hora. La interpretacion se realizo por la amplificacion de una banda a la altura de 109 pb
que correspondid a la pareja sexual a y una banda de 140pb que corresponde a la pareja sexual a, se
implementaran cepas control JEC20 (C. neoformans var. neoformans) para pareja sexual a y JEC21
(C. neoformans var. neoformans) para pareja sexual a (76).

Determinacion de las actividades enziméticas: Cada aislamiento se sembrd en cajas de agar
glucosado de Sabouraud por 48 horas a 27 °C, al culminar este tiempo se realizo la evaluacion
enzimatica para fenoloxidasa, proteasa y fosfolipasa de la siguiente manera:

Fenol-oxidasa: Para esta metodologia se partié de un indculo a 1.5X107 UFC/m, se ajustd con un
espectrofotometro a una longitud de onda de 530nm a una lectura de 0.272 de absorbancia,
posteriormente se realizd una dilucion de 1:1000 y se sembraron en forma de gota en agar semilla
guisotea (girasol) por triplicado para cada aislamiento, se incubo a 27°C y se realizaron
observaciones diarias por 15 dias para determinar la melanizacion de la colonia, la escala empleada
consto de cinco mediciones segun la intensidad de la melanizacion (figura 3)

Figura 3. Escala de medicion de la actividad de la enzima fenoloxidasa, observacion visual por

color.

0,5 1 2 3 4

Se emplearon controles de alta y baja melanizacion (H99 y JEC21 respectivamente) y
Saccharomyces cereviceae sin actividad como control negativo (77).

Proteasa: Para esta metodologia se partié de un inéculo a 3.0X10” UFC/mI, se ajusté con un
espectrofotometro a una longitud de onda de 530nm a una lectura de 0.561 de absorbancia,
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posteriormente se realiz6 una dilucién de 1:100 y se sembraron 10ul del inoculo en agar base
carbén levadura (YCB) suplementado con albumina bovina sérica mas poli peptona (BSA +PP) a
27 °C por 10 dias, posteriormente se realiz6 la visualizacion de las zonas de prote6lisis mediante la
adicion de &cido tricolor acético al 10% y azul de Cdmase, la interpretacién de la actividad
proteolitica extracelular se dio por un valor PZ= A/B, donde A correspondid al diametro de la célula
y B correspondi6 al didmetro de la célula més la capsula. El rango de la actividad se catalogdé como
negativa (PZ=1), bajo (PZ=0.7-0.99), medio (PZ=0.5-0.69) y alto (PZ=<0.5) se realiz6 segun los
valores PZ. Se emplearon dos controles C. neoformans var. grubbii (HO058-1-743) actividad media
y C. neoformans var grubbii (H0058-1-860) actividad baja, (tabla en anexo 1).

Objetivo especifico N°4:

Comparar perfiles proteémicos citoplasmaticos globales de aislamientos susceptibles y resistentes a
Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B de aislamientos clinicos de C. neoformans.

Preparacion de muestras para espectrometria de masas: las cepas pre-conservadas -80°C, se
sembraron en medio Sabouraud (SBA) durante 48h a 37°C. Mediante una extraccion con &cido
férmico y acetonitrilo se realizo la exposicion de proteinas para su ionizacion.

Después de ser cultivadas, se realizd una extraccion de proteinas citoplasmaticas, brevemente una
cantidad pequefia de células se resuspendido en 300ul de agua grado HPLC e inactivada con 600ul
de etanol absoluto. Posteriormente el material biol6gico es separado del etanol por centrifugacion y
se adicionaron 10ul de &cido formico. Después de una incubacion a temperatura ambiente de 5-
10min se agregaron 10ul acetonitrilo a cada muestra. Se sembr6 1ul de la extraccién en un pozo
dentro de una placa metalica de 96 pozos para MALDI-TOF y después de secar se adiciono 1l
matrix HCCA (Bruker). Se utilizé la biblioteca in House para la identificacion de los patrones
moleculares creada por el grupo de Micosis humanas del Pontificia Universidad Javeriana, para el
analisis mediante el software Microflex, Flex Analisis y Biotyper 3.0. Los analisis generados
incluyeron comparaciones representadas en Gel spectra (78)(27).
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Caracteristicas de los asilamientos clinicos.

Los aislamientos clinicos se obtuvieron de la vigilancia pasiva para el estudio de la criptococosis en
Colombia por parte del Instituto Nacional de Salud donde son consignados datos demograficos,
factores de riesgos y datos clinicos. Se obtuvo la informacién de la encuesta de 23/29 de los
aislamientos, estos provenian de seis departamentos (Atlantico, Antioquia, Cauca, Meta, Norte de
Santander y Valle), el 73,9% correspondian al sexo masculino, el promedio de la edad fue 41 afios
con valores minimos de 21 afios y maximos de 72 afios de edad, el sintoma méas comun fue dolor de
cabeza en un 87%, seguido de nduseas y vomito en un 65,2% y fiebre en un 60,9%, en menor
proporcién confusion, alteracion visual, tos y pérdida de peso, el 86,9% de los casos presentaban
algun factor de riesgo, siendo el mas comun VIH/SIDA+ con un 82,6%, de los cuales el 21,7%
definié SIDA al momento de diagnosticarles la criptococosis, el 21,7% de los casos fallecieron
(Tabla 7).

Tabla 7. Manifestaciones clinicas, factores de riesgo y condicién de egreso de casos de
Criptococosis.

C. neoformans

Caracteristicas n=23 %

Sexo

Masculino 17 73,9
Femenino 6 26,1
Signos clinicos

Dolor de cabeza 20 87,0
Fiebre 14 60,9
Nauseas y vomito 15 65,2
Confusién 9 39,1
Signos meningeos 4 17,4
Alteracién visual 5 21,7
Convulsién 5 21,7
Tos 5 21,7
Pérdida de peso 1 4,3
Factores de Riesgo

VIH/SIDA+ 19 82,6
Sindrome de Evans 1 4.3
Sin dato 3 13,0
Condicion

Vivo 3 13,0
Muerto 5 21,7
Sin dato 15 65,2
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo _1: Determinar la actividad in-vitro de Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B en
aislamientos clinicos de C. neoformans.

Las pruebas de susceptibilidad a Anfotericina B y voriconazol de los 29 aislamientos clinicos de
C. neoformans mostraron que el 100% fueron sensibles. Sin embargo, en Anfotericina B se
presentaron dos aislamientos con MIC<lug/ml siendo este un resultado indeterminado, y el
restante de los aislamientos se comportaron entre el rango de sensibilidad MIC<0,03-1pg/ml
establecido por CLSI (73). En fluconazol el 75,8% de los aislamientos fueron sensibles MIC<I-
8ug/ml, el 24,2% restantes fueron SDD (MIC, >16-32ug/ml)
(3279,2926,1959,3104,2881,2807,2779); estos aislamientos no se relacionaron con el sexo, ni la
ubicacion geografica o factor de riesgo, dos de los casos eran pacientes fallecidos, el esquema del
tratamiento en la mayoria de los casos no presentaban dato, sin embargo, es importante destacar que
dos aislamientos presentaron una SDD alta (32ug/ml), lo cual los separa a una resistencia, en una
dilucion (2807 y 3279), en estos aislamientos fueron sensibles para Anfotericina B con una MIC de
0,5 pg/ml y para voriconazol de 0,12-1pg/ml ( Figura 7) (Anexo 1).

Anfotericina B

aislamiento/ug/ml 16 8 4
C. kruseii
C. parapsilosis
2950
2257
3097
2643
2677
2881
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Voriconazol

Aislamiento
fug/mil 6 8 4 2 1 050,320,112 0,06 0,03 Cto CN-

aislamiento/ug/ml 64 32 16

C. kruseii

C. parapsilos
2503
2583
2779
1959
2897

I
3279 [N I O I

Figura 7. Lectura de la MIC en micro-placa segun lineamientos de CLSI para Anfotericina B,
Fluconazol y Voriconazol. Bajo la observacion del crecimiento en micro placas.

En la criptococosis, hay pocos estudios relacionados con la susceptibilidad de los aislamientos
clinicos. El fracaso terapéutico se asocia con la resistencia de la levadura, las condiciones clinicas
del paciente y la farmacocinética del antifingico. La terapia con fluconazol oral es ampliamente
utilizada para tratar la meningitis criptococica a pesar de que los resultados del tratamiento son
mucho mejores cuando se combina con Anfotericina B y Flucitosina (79). Pero la toxicidad severa
restringe su uso, los azoles, por el contrario, brindan una opcion mas segura y eficaz, sin embargo,
una preocupacion importante es la resistencia, por lo que ha conllevado a un fracaso en el
tratamiento, asociado con una alta mortalidad (85). Las pruebas de susceptibilidad a antiflngicos
pueden utilizarse para predecir el resultado de tratamiento en pacientes con criptococosis meningea,
MIC altas de fluconazol se han asociado con fracaso terapéutico y recaida (86).

La mayoria de los estudios en diferentes paises reportan susceptibilidad a Anfotericina B y
Voriconazol. En Africa en el 2004 (Ruanda, Congo, Gabon, Costa de Marfil) y Camboya,
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realizaron un estudio retrospectivo con 162 cepas de C. neoformans entre 1998-2001 de pacientes
VIH positivos con el objetivo de evaluar la susceptibilidad de Anfotericina B (AMB), voriconazol y
fluconazol. Las cepas fueron altamente sensibles a AMB (0.094pg/ml), excepto en una cepa de
Camboya (MIC 0.125pg/ml). El 50% de las cepas africanas, demostré una MIC <8 pg/ml para
fluconazol y el 22% en las cepas camboyanas, voriconazol fue sensible en todas las cepas. Los
resultados de este estudio parecen confirmar que la resistencia de C. neoformans a varios azoles no
es un fendmeno constante y que el voriconazol podria representar una alternativa de tratamiento Gtil
para la criptococosis (87).

En varios estudios reportan resistencia a Fluconazol para C. neoformans entre los paises que
presentan porcentajes altos y en mas de 80 aislamientos clinicos evaluados esta Camboya en 24,2%
de 402 aislamientos, seguido de Colombia con el 21% (n=250) y Kenia en 11,2% (n=80) (88)(89),
en la presente investigacion no se encontrd resistencia a Fluconazol, sin embargo, se encontré SDD
y en dos aislamientos con una MIC elevada, la cual difiere de resistencia en una dilucion, en los
Gltimos afos en el pais se ha reportado resistencia a este antifungico. En el estudio de Agudelo y et
al en el 2015 evaluaron aislamientos clinicos donde reportaron SDD en un 28% Y resistencia en un
21%, los autores concluyen que C. neoformans no parecié aumentar el riesgo de falla durante el
tratamiento (88). En el estudio de De Bedout y et al, en 1999 en cepas colombianas no reportaron
resistencia ni dosis dependencia a fluconazol (90). Esto demuestra que es importante el seguimiento
en cepas clinicas debido a que el estudio de Agudelo y la presente investigacién reportan un
incremento en las MIC para este antifingico.

Casos particulares donde existe una alta resistencia a fluconazol en pocos aislamientos se han
reportado en Serbia donde realizaron susceptibilidad a 31 aislamientos clinicos de C. neoformans
encontrando un 29% de resistencia (91) y paises como Uganda, India y Malasia presentaron baja
resistencia a fluconazol en aislamientos clinicos y ambientales de C. neoformans y C. gattii entre 3
y 7.3%, ademas en India y Malasia reportaron resistencia a Anfotericina B (1%) y a 5-Fluocitocina
(10%) respectivamente (92)(93).

Hay que tener en cuenta que las interpretaciones realizadas son basadas en estudios
epidemioldgicos multicéntricos donde reunen varios aislamientos provenientes de diferentes partes
del mundo, estos son basados principalmente en el estudio de las distribuciones de las
concentraciones inhibitorias minimas (MICs) a los diferentes agentes antifungicos, con el fin de
identificar cepas de tipo silvestre (WT) y no silvestre (NWT). Este tipo de corte son también utiles
para vigilar las tendencias y los cambios temporales de la susceptibilidad in vitro, especialmente
cuando los puntos de corte no han sido establecidos (94).

Pfaller y colaboradores realizaron estudios que involucraron gran diversidad de zonas geogréaficas,
evaluando la susceptibilidad a diferentes antifungicos en cepas clinicas y frente a diversas
infecciones flngicas. En el Programa de Vigilancia Antifungica ARTEMIS entre 2001-2002,
realizé susceptibilidad a 237 aislamientos clinicos de C. neoformans a voriconazol, posaconazol y
fluconazol participaron paises provenientes de cuatro continentes (Asia, Europa, América Latina y
Norte Ameérica). Las MIC de los farmacos antifingicos se determinaron mediante pruebas de
microdilucién en caldo de acuerdo con el CLSI. Fluconazol tenia MIC<8ug/ml para el 98% de los
aislamientos (95).
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En paises como Espafia y argentina cuentan con cortes clinicos. En Espafia 3/4 estudios han
reportado resistencia a Fluconazol con una MIC>16ug/ml entre el 3.6 a 46.6% en aislamientos
clinicos de C. neoformans, utilizando un punto de corte diferente a lo observado en los demés
estudios donde el punto de corte para aislamientos resistentes a fluconazol es MIC>64ug/ml. Esto
se debe a que este punto de corte es puntual para la poblacion de Espafia, adicional se explica por
las variaciones en el procedimiento de prueba de susceptibilidad antifungica (EUCAST vs. CLSI),
modificaciones RPMI-2%, lo que indica que la técnica modificada utilizada podria generar MICs
falsamente elevadas, sobreestimando las tasas de resistencia al fluconazol (96)(97). Asi mismo
existen puntos de corte clinicos para Argentina (98). Sin embargo, para nuestro estudio solamente
se tuvo en cuenta los parametros segn CLSI.

Objetivo 2: Determinar la patogenicidad de aislamientos clinicos de C. neoformans en G.
mellonella

Los resultados que se muestran a continuacion son basados en tres replicas bioldgicas. Las larvas
infectadas se siguieron por 15 dias, el promedio de muerte en general ocurrid a los ocho dias post-
infeccion para todos los aislamientos. Se emplearon controles de alta (H99) y baja (JEC21)
patogenicidad, en la cepa H99 se observo que el promedio de muerte ocurri6 a los dos dias pos-
infeccion y en la cepa JEC21 a los siete dias.

Mediante la comparacién de las curvas de supervivencia y tiempos medios de supervivencia, se
determind que los aislamientos 2677, 2881, 2643, 3102, 3463 son los més virulentos, con media de
supervivencia de 2 y 3 dias respectivamente después de la infeccion comparables con el control de
alta patogenicidad H99 (p <0,01), en contraste con los aislamientos 2257, 3279, 3097, 2807 y 2926,
que fueron comparables con la cepa de baja patogenicidad JEC21 (p <0,01). Se observd una
supervivencia del 100% para el control absoluto, de inoculacion y desinfeccién, lo que permitio
validar los ensayos realizados (figura 8). EI comportamiento en general fue del 42% para alta
patogenicidad, 26% de baja patogenicidad y el 32% con comportamiento intermedio.

De los aislamientos que se comportaron con baja patogenicidad, solo se tenian dato de tres
encuestas, estan provenian del departamento de Antioquia, todos los casos eran VIH/SIDA positivo,
en promedio la edad fue de 26 afios, dos de los casos eran hombres, los aislamientos 2807, 2926 y
3272 eran SDD a fluconazol. En los aislamientos determinados como alta patogenicidad provenian
de tres departamentos (Antioquia, Atlantico y Valle), cuatro de los cuales eran VIH/SIDA positivo
y uno presentaba Sindrome de Evans, promedio la edad fue de 31 afios, cuatro de los casos eran
hombres, el aislamiento 2881 era SDD a fluconazol.
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Figura 8. Analisis de supervivencia de 10 aislamientos clinicos comparables con cepas de alta y
baja patogenicidad H99 y JEC21 respectivamente en curvas de supervivencia de Kaplan-Meier)
realizadas en Prims-Demo

Determinacion de la pareja sexual a 6 a: EIl 89,6% (n=26) de los aislamientos de C. neoformans,
fueron pareja sexual alfa, el 10,3% (n=3) restante fuero tipo de pareja sexual “a” (Figura 9). El
aislamiento 2677 que se comporté como alta patogenicidad en el modelo invertebrado fue tipo de
pareja sexual “a”, en los aislamientos que se comportaron como baja patogenicidad 2/5 eran este
tipo de pareja sexual y el restante de alta patogenicidad con tipo de pareja sexual a (Anexo 1).
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Figura 9. Pareja sexual a 6 o en aislamientos clinicos de C. neoformans (109 pb (pareja sexual a) y una
banda de 140pb (pareja sexual a))

Objetivo 3: Determinar la expresion de factores de virulencia asociado a la criptococosis de
aislamientos clinicos

Determinacion de actividad enzimatica: En los 29 aislamientos clinicos se evaluaron las
actividades enzimaticas de proteasa y fenoloxidasa, se observaron diferencias en cuanto a la
actividad. El 41,3% de los aislamientos presentaron actividad proteolitica alta y el 10,3% baja. El
37,9% presento actividad alta de fenoloxidasa; sin embargo, el 20,6% no la presento El
aislamiento 2725 presento una correlacion en las dos enzimas evaluadas con una actividad baja.
Los aislamientos 2503, 2642, 2807, 2881 y 2926 presentaron una actividad alta en las enzimas
evaluadas. (Figura 10, Anexo 1). De los siete aislamientos que fueron SDD para fluconazol, no
presentaron una relacion con las enzimas evaluadas; es decir que la susceptibilidad no depende de
la produccién de enzimas, 2/3 aislamientos que fueron tipo de pareja sexual “a” presentaron una
actividad fenoloxidasa baja y un aislamiento presento actividad proteolitica alta, este fue el
aislamiento 2257 catalogado como de baja patogenicidad.

Figura 10. Actividad enzimatica de aislamientos clinicos de C. neoformans: A: Proteasa y B:
Fenoloxidasa (0.5), B1: Fenoloxidasa con actividad 1 de melanina), B2: Fenoloxidasa con actividad 2
de melanina, B3: Fenoloxidasa con actividad 3 de melanina, B4: Fenoloxidasa con actividad 4 de
melanina..

Tamario capsular y celular: El promedio del tamafio total de la célula pre-inoculacion para los 29
aislamientos evaluados fue de 3.9um (Vmax 5,2 y Vmin 2,8), el tamafio capsular de fue 0.7um
(Vmax 1,6 y Vmin 0,2). EI 50% de los aislamientos evaluados presentaron capsulas pequefias. Se
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evaluo el tamafio celular y capsular post-inoculacion, para esto se recupero la levadura tras macerar
la larva en el dia donde el 50% de la poblacidn estaba viva, se observo un efecto del cambio en un
2,4um (p<0,01). En general se observaron capsulas mas grandes después de pasar por el modelo en
un 72.4% solo dos aislamientos presentaron capsulas de tamafio medio, la capsula mas grande se
observé en el aislamiento 3463 en promedio su capsula fue de 8,5um, el aislamiento 2503 fue el
aislamiento que presento la menor capsula en 0.5um (Figura 11, Anexo 1). Todas las mediciones se
compararon con los respectivos controles de tamafio medio H0058-1- 548, 737 y tamafio grande
H0058-I- 580.

o
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10 um

Figura 11. Coloracién de contraste con tinta china de tamafo capsular y celular pre y pos-inoculacién en
el modelo G. mellonella de aislamientos clinicos de C. neoformans (80X). A: Gemacion celular, B: tamafio
celular pre-inoculacion, C: Medidas de tamafio celular y capsular pre- inoculacion, D: Morfologia
celular.

El tamafio de las células vari6 2,4um pre-inoculacion y post-inoculacion observandose células mas
grandes al pasar por el modelo. Este efecto del cambio del tamafio celular y capsular se comprob6
utilizando la prueba McNema, generado con un 95% de confianza para cada medicion, donde se
encontrd que hay diferencias estadisticamente significativas en el aumento del tamafio capsular y
celular (p<0.005), aungue hay que resaltar que el aislamiento 3589 presento una disminucion de la
capsula después que este paso por el invertebrado (Tabla 8). Todos los aislamientos SDD a
fluconazol presentaron capsulas aumentadas, al igual que los aislamientos que se comportaban con
alta y baja mortalidad en la larva.
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Tabla 8. Tamafio capsular y celular en aislamientos clinicos de C. neoformans, datos de promedio
pre-inoculacién y pos-inoculacién.

Pre-inoculacién Post-inoculacion
T. T. T. T.
T-Total (um) | Capsula(um)  Celular(um) = T-Total(um) | Capsula(um) Celular(um)

Promedio

Valor Maximo

Valor Minimo

Desviacion estandar

Fagocitosis: se observaron levaduras fagocitadas por los hemocitos, formacion de granulomas a
partir de la union de hemocitos y células del sistema inmune lisadas (Figural2). EI promedio de
fagocitosis general fue de 22%, la cepa que méas presento fagocitosis fue la 2642 con 76% seguido
de 3746 (64%), 3104 (27%) vy los aislamientos que presentaron menor fagocitosis fue el 2720 y
2583 en un 8% respectivamente seguido del 10% para los aislamientos 3102 y 2643 y el 3% para el
aislamiento 2926. Los aislamientos que se comportaron con alta patogenicidad presentaron valores
intermedios en la capacidad fagocitica entre el 10 y 23%, en aislamientos que se comportaron con
baja patogenicidad este comportamiento fue similar, sin embargo, en el aislamiento 2926 presento
un 3% de fagocitosis, este tenia una actividad alta para fenoloxidasa y proteasa, es pareja sexual
alfa 'y es SDD para fluconazol. Los tres aislamientos pareja sexual “a’ presentaron entre 11y 23%
de esta capacidad fagocitica (Anexo 1).

Figura 12. Hemocitos de Galleria mellonella se caracterizaron segln literatura, laminas con coloracion
de Wright en objetivo de 100X por microscopia de luz. A. Plasmocitos. B. Enterocitiodes. C. Células
granulares. D. Levadura fagocitada por hemocito. E. Lisis celular. F. Formacion de granuloma. La
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caracterizacion morfoldgica de los hemocitos se hizo segln estudios previos.

La mayoria de los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con lo tipicamente
reportado a nivel mundial en cuanto a tipo de pareja sexual, aumento del tamafio capsular después
que la levadura pasa por un modelo in-vivo, actividad proteolitica y fenoloxidasa.

Diversos estudios coinciden que el tipo de pareja sexual o es considerado como un factor asociado a
una alta virulencia (99)(100) y a su vez predomina en la especie de C. neoformans, tanto entre
aislamientos clinicos y ambientales, a nivel mundial (101). Sin embargo, en la presente
investigacion observamos tres aislamientos tipo de pareja sexual “a”, que se relacionaban con
perfiles de factores de virulencia asociados a una alta patogenicidad, se observé que uno era SDD a
fluconazol con una MIC de 32ug/ml, estos aislamientos se catalogaron como baja patogenicidad
(n=2) y alta (n=1), ademas se relacionaron a casos VIH/SIDA positivos.

Se observé que la actividad enzimética vario segun aislamiento clinico, los resultados obtenidos de
las diferentes actividades enzimaticas se relacionan con estudios previos realizados en Colombia,
donde se ha observado actividad proteolitica y fenoloxidasa en aislamientos clinicos y ambientales.
El trabajo de Sanchez et al. describe un 27% y 32% correspondiente a una actividad media en las
enzimas proteolitica y fenoloxidasa respectivamente en aislamientos de C. neoformans (102), es
decir que la actividad no siempre se comporta de la misma manera ya que cada cepa se comporto de
manera diferente dependiendo la respuesta inmune del hospedero y la capacidad patogénica de la
levadura segun el requerimiento de energia para metabolizar dichas enzimas. Por otro lado, no
observamos una correlacién entre la actividad enzimatica con la susceptibilidad antifungica ya que
los aislamientos que tenian alta produccién de melanina y alta actividad proteolitica eran sensibles y
algunas con baja actividad fueron SDD; sin embargo, varios estudios in vitro han establecido de
manera concluyente que las células melanizadas de C. neoformans son menos susceptibles a los
oxidantes que las células no melanizadas y también son menos susceptibles a la muerte por péptidos
microbicidas, ingestién y muerte por macrofagos(40)(80)(81).

Los estudios de patogénesis de microorganismos en huéspedes invertebrados durante la Gltima
década han contribuido al conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la patogénesis y la
defensa del huésped. Las larvas de G. mellonella, se han utilizado para estudiar la infeccion por
diversos patogenos, incluyendo P. aeruginosa, P. mirabilis, E. coli, Bacillus cereus y Candida spp.,
entre otros (103)(104). En el presente trabajo se evalud el tamafio capsular y celular, se determiné
pre-inoculacién y pos-inoculacion en el modelo invertebrado, se observaron capsulas
significativamente mayores después de que el hongo paso por la larva para todos los aislamientos,
lo cual se relaciona con varios estudios de patogenicidad como el realizado por Firacative et al., en
el 2014, al encontrar tamarfio celular y capsular incrementados después de la inoculacion donde el
tamafio total de células de C. gattii antes de la infeccion vari6 entre 5 al2 micras, el tamafio total de
las células después de la infeccién varié de 15 a 75 micras (105).

Se observo en un aislamiento la disminucion de la capsula después de que paso por el modelo
invertebrado, esto coincide con varias investigaciones al encontrar capsulas pequefias recuperadas
de casos clinicos. Kimura et al., report6 un caso de criptococosis pulmonar debido a una cepa sin
capsula en un paciente con hepatocarcinoma (106). Laurenson et al., informé de un caso de
meningitis sin capsula en un paciente infectado por el VIH (107). Moser et al., report6 este mismo
fenébmeno en un paciente con blastomicosis pulmonar (107), entre otros (108)(109). Estudios
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realizados por Salkowski y Balish de modelos en animales, mostraron que una capsula no siempre
es necesaria para que C. neoformans y C. gattii pueda causar enfermedad en ratones (110).

Se determino que el porcentaje de fagocitosis vario entre los aislamientos evaluados donde no hubo
una relacion entre la capacidad fagocitica y la patogenicidad en el modelo invertebrado, asi como
los demés factores de virulencia evaluados. Se han descrito 4 tipos morfoldgicos de estas células
inmunes en la larva de G. mellonella, donde solo tres de estas tienen capacidad fagocitica frente a la
levadura (células plasmicitoides, células granulares y enterocitiodes) (82). Desde el punto de vista
la produccion del estallido oxidativo, fagocitosis y liberacion de péptidos antimicrobianos son
mecanismos importantes por los cuales las células efectoras inmunes median en la accion
antimicrobiana, donde varios resultados sugieren que la melanina puede aumentar la virulencia al
proteger las células flngicas contra el ataque del sistema inmune. La habilidad de la melanina para
proteger contra la lesion oxidativa también ha sido demostrada en otros microorganismos(80). En la
presente investigacion no se pudo caracterizar el tipo de células que estan méas implicadas en el
porcentaje de fagocitosis ya que se requeria mas tiempo para ello, costos y demas, por lo tanto, se
recomienda en proximas investigaciones establecer qué tipo de célula del invertebrado estd mas
asociada con la actividad fagocitica.

Solo un aislamiento (2881) se relaciond con los factores de virulencia evaluados, presento una
patogenicidad alta en G. mellonella, capsula aumentada después que paso por el modelo, porcentaje
de fagocitosis medio, actividad enzimatica alta, SDD a fluconazol y tipo de pareja sexual alfa. En
conclusion, el presente estudio demostrd que la virulencia no esta asociada especificamente a un
determinado factor de virulencia. Diversos estudios han determinado que la virulencia de una cepa
es muy variable no so6lo entre diferentes aislamientos sino entre células de una misma cepa,
demostrando que diferentes factores pueden intervenir en la virulencia.

Los estudios in vitro han demostrado que la lacasa puede contribuir a la virulencia
independientemente de su papel en la catalizacion de la polimerizacion de la melanina. Las
catecolaminas en el cerebro pueden promover el dafio oxidativo y se ha sugerido que su conversion
a la melanina por la lacasa de hongos podria eliminar una potencial fuente de toxicidad para la
célula fungica(40). Los productos de oxidacion del sustrato por lacasa incluyen varios reactivos
productos intermedios que pueden ser toxicos para las células efectoras del huésped. Ademas, los
estudios in vitro han demostrado que la lacasa puede proteger C. neoformans contra macréfagos
alveolares(83). Los estudios in vitro tienen muestra que las células melanizado de C. neoformans
son menos susceptibles a los efectos fungicidas, lo que indica un papel potencial de la melanina en
la proteccion contra la terapia(84).

Nuestros resultados sugieren que lacasa también puede proteger C. neoformans contra la muerte
mediada por los hemocitos de G. mellonella ya que algunos aislamientos con alta actividad de esta
enzima tenian menos porcentajes de fagocitosis, aunque no se correlaciono con todas de la misma
manera, es decir que habia aislamientos con lata actividad enzimatica pero la capacidad fagocitica
de los hemocitos era alta; sin embargo, no hubo una correlacion con el efecto antifungico de los
antifangicos evaluados.

Objetivo 4: Comparar perfiles protedmicos citoplasméticos globales de aislamientos susceptibles y
resistentes a Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B.

46



Se pretendia comparar aislamientos resistentes vs sensibles, sin embargo, los resultados no
mostraron resistencia en ningun aislamiento clinico por lo que se optd evaluar el perfil protedmico
en fluconazol en los aislamientos que fueron SDD (MIC >16-32ug/ml) con los aislamientos que
fueron sensibles. Se observé una diferencia entre los aislamientos SDD y los aislamientos sensibles
(figura 13). En la representacion por Heatmap se buscaron patrones entre los aislamientos sensibles
y SDD se observd que no hay patrones que se repitan entre ellos, sin embargo, los picos de los
asilamientos SDD tienden a tener una secuencia parecida en su nimero de patrén molecular (figuras
13-14).
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Figura 13. Visualizacion del espectro de masas de aislamientos sensibles y SDD a Fluconazol graficas
mostradas por la técnica MALDI-TOF.

En el andlisis del dendograma se observé dos clados diferentes, de ellos se derivan subclados
donde se muestran los proteomas de los aislamientos clinicos SDD, sensibles y sus rango de
patogenicidad distribuidos de manera distinta indicando la relacion carga/masa y la diversidad de
proteinas en los perfiles, no relaciono las proteinas citoplasmaticas totales segun su susceptibilidad
y patogenicidad, estos resultados no se relacionaron con el factor de riesgo, con el tipo de sexo,
todos estos aislamientos fueron LCR , sin embargo los aislamientos 2779 y 2807 se relacionaron
segin zona geografica al provenir los dos de Antioquia, el aislamiento 3279 presento un perfil
diferencial esto lo asociamos a qué tipo de pareja sexual ““a” ( figura 15).
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Figura 14. Gel de heatmap de aislamientos sensibles y SDD a fluconazol mostradas por el sistema
MALDI-TOF como mapa de calor segln actividad.
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Figura 15. Dendograma de aislamientos sensibles y SDD a fluconazol mostrados por la técnica MALDI-
TOF.

Segln estudio en el 2012 por Firacative, los espectros de masas obtenidos por MALDI-TOF
identificaron correctamente el 100% de todos los aislamientos estudiados, agruparon cada aislado
de acuerdo con las especies actualmente reconocidas, C. neoformans y C. gattii. Ademas, todos los
aislamientos se separaron claramente de acuerdo con su tipo molecular principal, generando
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mayores diferencias espectrales entre los tipos moleculares de C. neoformans que los tipos
moleculares de C. gattii reflejando relaciones filogenéticas entre ellos (27). Este estudio indica que
la identificacion de aislamientos clinicos con la técnica de MALDI-TOF es confiable y segin los
espectros de masa podemos hacer una comparacion entre especies para ver la relacién o no segun
filogenia, sin embrago, solo trabajamos con la especie C. neoformans con cepas basales sin ningun
contacto con antifungicos, como consecuencia a esto los resultados entre si hay o no relacion entre
la susceptibilidad no es de total ayuda, sin embargo para futuras investigaciones se sugiere realizar
estudio con aislamientos bajo la actividad de los antifingicos evaluados en el primer objetivo. Lo
gue respecta a nuestro estudio la identificacion de la especie C. neoformans fue confirmada para el
100% de los aislamientos clinicos evaluados siendo estos de tipo molecular VNI se logré evidenciar
una gran diferencia entre sus espectros de masas reflejando una diversidad filogenética entre los
aislamientos SDD Yy los sensibles a Fluconazol. Por otro lado, Ferry Hagen en el 2015 dice que la
evaluacion de las especies de C. neoformans se caracteriza por datos multigeno estables y otros
métodos genotipicos como PCR-fingerprinting y AFLP, pero estas técnicas pueden identificarse
fenotipicamente por diferencias en el protecoma (MALDI-TOF MS), y muestran diferencias en los
sintomas de la enfermedad y la susceptibilidad a antifingicos por dicha técnica (85), lo que es
coherente con nuestros resultados donde los aislamientos clinicos SDD si tuvieron diferencias en el
proteoma global con los aislamientos sensibles evaluados para fluconazol, voriconazol y
Anfotericina B. Sin embargo, en la actualidad el método de eleccién para la evaluacion de la
susceptibilidad antifingica es microdilucidn segun pardmetros estandarizados por CLSI o EUCAST.

8. CONCLUSIONES

9.1 Determinar la actividad in-vitro de Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B en aislamientos
clinicos de C. neoformans

En la presente investigacion no se observo resistencia a los antifangicos evaluados, lo que confirma
que las terapias combinadas que se emplean en Colombia son adecuadas; aunque hay que
mencionar que se ha descrito en la literatura hetero resistencia en Cryptococcus sp como un
fenémeno donde hay subpoblaciones celulares resistentes dentro de una sola colonia en cepas
susceptibles las cuales logran tolerar concentraciones de un antifingico mas altas que las MICs, es
importante mencionar que aunque la vigilancia de la criptococosis sea pasiva, se necesita mas
compromiso por partes de las instituciones para realizar un buen diligenciamiento de las encuesta,
debido a que en muchos de los casos no presentaban el tipo de tratamiento y/o dosis.

9.2 Determinar la patogenicidad de aislamientos clinicos de C. neoformans en G. mellonella

Se identificaron 5 aislamientos de alta patogenicidad determinadas por su comportamiento en el
modelo de G. mellonella post- infeccion de la levadura, donde se evidencio que al dia 2 y 3 el 100%
de las larvas estaban muertas, mostrando asi un comportamiento paralelo con el control de alta
patogenicidad (H99) a su vez se identificaron 5 aislamientos de baja patogenicidad donde al dia 10
y 12 el 100% de las larvas estaban muertas mostrando un comportamiento similar al control de baja
patogenicidad (JEC 21) y los aislamientos restantes tuvieron un comportamiento de patogenicidad
intermedia es decir que no fueron ni de alta ni de baja patogenicidad, con esto podemos determinar
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que los aislamientos clinicos evaluados tienen diversos comportamientos de patogenicidad en el
modelo animal de G. mellonella.

9.3 Determinar la expresion de factores de virulencia asociado a la criptococosis de aislamientos
clinicos

Mediante la prueba de supervivencia en G. mellonella, se observaron cambios en el tamafio de la
capsula, lo que concuerda con los reportes durante la infeccion en mamiferos. se demostro que la
patogenicidad no esta asociada especificamente a un determinado factor de virulencia. Diversos
estudios han determinado que la virulencia de una cepa es muy variable no sélo entre diferentes
aislamientos sino entre células de una misma cepa, demostrando que diferentes factores pueden
intervenir en la virulencia.

9.4 Comparar perfiles protedmicos citoplasmaticos globales de aislamientos susceptibles vy
resistentes a Fluconazol, VVoriconazol y Anfotericina B de aislamientos clinicos de C. neoformans

Al comparar los aislamientos SDD y los sensibles no se logré evidenciar una relacion directa con su
patogenicidad ya que mostraron distinta distribucion en relacion carga/ masa y una diversidad de
proteinas en sus perfiles, lo que nos indica una gran diversidad a nivel del proteoma global; quizas
esto se deba al origen de la muestra, lugar demografico, tiempo de la enfermedad, entre otros
factores.

Sin embargo, no se encontré una relacion entre los perfiles fenotipicos, protedmicos con la
susceptibilidad antifingica de los aislamientos clinicos de C. neoformans, indicando un
comportamiento diferencial entre los aislamientos ya que cada una de ellos pertenecia a un
hospedero diferente, las condiciones donde se evaluaron fueron en un modelo animal invertebrado
donde solo se pudo evidenciar la respuesta inmune celular y humoral, faltaria hacer un
acercamiento en modelos murinos para hacer una evaluacion mas precisa. También la exposicion de
los aislamientos con diferentes concentraciones de antiflingicos para poder comparar los perfiles
protedmicos citoplasmaticos de los aislamientos sensibles de las SDD por la técnica MALDI-TOF
como es indicado en la literatura.
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9. ANEXOS

Tabla 9. Anexo 1. Informacién general de los 29 aislamientos clinicos de C. neoformans, segun los factores de patogenicidad evaluados

Tamafio celular y capsular
Pre-inoculacion Pos-inoculacion G. mellonella
Media de

Aislamiento |Origen Pareja sexual MIC50 Interpretacion MIC50 |Interpretacion  MIC50 |Interpretacion Proteasa Lacasa Diametro (um) Interpretacion | Diametro (um)|Interpretacion SUEERETER Fagocitosis

Anfotericina B Fluconazol Voriconazol

2257 Antioquia A 0,5 S 2 S 0,03 S Alto Bajo 0,6 Bajo 1,5 Alto 6 11%
2503 N. Santander, Alfa 0,5 S 4 S 0,6 S Alto Alto 0,2 Bajo 0,5 Medio 4 5%
2527 Sin dato Alfa 0,5 S 8 S 0,06 S Alto Bajo 1,0 Alto 4,2 Alto 5 29%
2583 Antioquia Alfa 0,5 S 2 S 0,25 S Medio Alto 0,9 Bajo 4,1 Alto 3 8%
2619 Antioquia Alfa 0,5 S 8 S 0,6 S Medio Bajo 0,7 Bajo 1,6 Alto 3 20%
2642 Antioquia Alfa 0,5 S 4 S 0,6 S Alto Alto 0,3 Bajo 2,0 Alto 5 76%
2643 Antioquia Alfa 0,5 S 4 S 0,25 S Medio Bajo 0,5 Bajo 3,2 Alto 3 10%
2725 Antioquia Alfa 0,5 S 2 S 0,12 S Bajo Bajo 0,4 Bajo 1,0 Alto 6 15%
2746 Valle Alfa 0,5 S 4 S 0,6 S- Bajo Bajo 0,7 Bajo 1,6 Alto 2 19%
2779 Antioquia Alfa 1 S 16 SDD 0,12 S Medio Medio 1,0 Alto 1,0 Alto 3 22%
2806 Antioquia Alfa 0,5 S 8 S 0,06 S Alto Bajo 0,5 Bajo 1,7 Alto 5 20%
2807 Antioquia Alfa 0,5 S 32 SDD 1 S Alto Alto 0,4 Bajo 2,9 Alto 6 29%
2808 Antioquia Alfa 0,5 S 8 S 0,06 S Medio Bajo 0,5 Bajo 51 Alto 5 20%
2881 Valle Alfa 1 S 16 SDD 0,06 S Alto Alto 0,4 Bajo 2,9 Alto 3 19%
2950 Valle Alfa 0,3 S 8 S 0,06 S Medio Medio 0,7 Bajo 4,9 Alto 3 18%
3097 Antioquia Alfa 0,5 S 4 S 0,06 S Alto Medio 0,5 Bajo 2,0 Alto 6 22%
3102 Antioquia Alfa 0,5 S 2 S 0,03 S Medio Bajo 1,0 Alto 3,4 Alto 3 10%
3104 Meta Alfa 0,5 S 16 SDD 0,06 S Medio Alto 0,5 Bajo 1,0 Alto 3 27%
3463 Atlantico Alfa 0,5 S 4 S 0,06 S Medio Medio 0,6 Bajo 8,5 Alto 3 15%
3589 Cundinamarc. Alfa 1 S S 0,12 S Medio 1,4 Alto 0,8 Bajo 5 13%
3746 Cauca Alfa 0,5 S 4 S 0,6 S Alto Medio 0,8 Bajo 1,6 Alto 5 64%
1959 N. santander Alfa 1 S 16 SDD 0,6 S Bajo Alto 0,8 Bajo 5,4 Alto 5 12%
2641 Sin dato Alfa 1 S 1 S 0,03 S Alto Medio 0,3 Bajo 4,9 Alto 6 21%
2672 Alfa 1 S 2 S 0,06 S Alto Bajo 0,6 Bajo 2,9 Alto 5 18%
2677 Antioquia A 1 S 4 S 0,12 S- Medio Alto 0,7 Bajo 1,6 Alto 3 23%
2713 Alfa 1 S 4 S 0,03 S Medio Alto 0,5 Bajo 3,4 Alto 4 27%
2720 Sin dato Alfa 0,5 S 4 S 0,06 S Medio Alto 0,9 Bajo 4,8 Alto 2 8%
2926 Alfa 0,5 S 16 SDD 0,06 S Alto Alto 0,4 Bajo 2,0 Alto 6 3%
3279 A 0,5 S 32 SDD 0,12 S Medio Bajo 0,2 Bajo 3,2 Alto 7 11%
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Tabla 10. Controles usados segun metodologia.

metodologia Controles

1.Determinar la actividad antifungica in-vitro a
Fluconazol, Voriconazol y Anfotericina B de
aislamientos clinicos de C. neoformans

Candida krusei (ATCC 6258)
Candida parapsilosis (ATCC 22019)

2. Determinar la capacidad patogénica de
aislamientos clinicos de C. neoformans en Galleria
mellonella.

HO0058-1-1129: H99 (alta patogenicidad)
H0058-1-1128: JEC 21(baja patogenicidad)

3. Determinacién de pareja sexual

H0058-1-1128: JEC 21 (alfa)
H0058-1-1127: JEC 20 (a)

4. Actividad enzima fenoloxidasa

H0058-1-1129: H99
H0058-1-1128: JEC 21
Saccharomyces cereviceae (sin actividad)

5.Actividad enzima proteasa

H0058-1- 743
H0058-1-860
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Figura 16. Heatmap de los 29 aislamientos clinicos.
(2583,2619,2643,2746,2779,2881,2950,3102,3104,3463,2677,2720,
2257,2725,2807,3097,2641,2926,3279)
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Aislamientos de alta patogenicidad Vs fagocitosis
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Figura 17. Aislamientos clinicos de alta y baja patogenicidad comparados con el porcentaje de
fagocitosis, graficas realizadas en Excel.
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Tamafio capsular pre-inoculacion Vs pos-inoculacion de baja
patogenicidad
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Figura 18. Tamafio capsular pre y pos inoculacion comparado con los aislamientos de alta y baja
patogenicidad. Graficas realizadas en Excel.
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Fagocitosis, tamafio capsular-posinoculacidn Vs actividad de
melanina en aislamientos de baja patogenicidad
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Figura 19. Porcentaje de fagocitosis comparado con tamarfio capsular pos inoculacion y la actividad
de melanina en aislamientos de alta y baja patogenicidad. Graficas realizadas en Excel.

Fagocitosis, tamafio capsular, melanina Vs proteasa en Fagocitosis, tamafio capsular, melanina Vs proteasa en
aislamientos de alta patogenicidad aislamientos de baja patogenicidad
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Figura 20. Porcentaje de fagocitosis comparado con tamafio capsular pos inoculacion y la actividad
de proteasa en aislamientos de alta y baja patogenicidad. Graficas realizadas en Excel.
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