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SINTESIS

Antecedentes: La neurocriptococosis es una enfermedad definitoria de sida frecuente.

Objetivo: Determinar los aspectos clinicos y microbiologicos més relevantes de la

neurocriptococosis en pacientes con VIH-sida en Guayaquil, Ecuador.

Metodologia: Se estudiaron 81 pacientes VIH positivos con sindrome neuroldgico
ingresados en el Hospital de Infectologia entre diciembre 2013 y enero 2015. Se
obtuvieron datos clinico-epidemioldgicos y se realizd diagnostico microbiologico a
partir del liquido cefalorraquideo mediante tinta China y cultivo. Se identificd especie
con API® 20CAUX, serotipo/tipo de apareamiento por PCR, variedad molecular por
RFLP-URAGS y susceptibilidad a los antifangicos de primera linea de tratamiento
mediante E-test. Se estudiaron 40 hisopados de ranuras de arboles aledafios al hospital

mediante siembra en agar acido-caféico.

Resultados: La prevalencia de coinfeccion Cryptococcus-VIH fue de 39,51%. Se
caracterizd por fiebre, pérdida de peso, vomitos, cefalea y anemia. Los mas afectados
fueron los hombres entre 20 y 30 afios. EI 100% de los aislados correspondié a
C. neoformans Aa, VNI. Todos fueron sensibles a flucitosina y anfotericina B; el 93%
mostrd resistencia al fluconazol. No se recuperaron aislados a partir de muestras
ambientales.

Conclusiones: Estos resultados constituyen el primer estudio integral de
neurocriptococosis en Ecuador. Sus resultados contribuyen al manejo de los pacientes

afectados.



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN
ADS

AFLP, de sus siglas en inglés

AAC
Anf B

ATCC, de sus siglas en inglés

CGB
CIEC-ESPOL

CIM
CIMs

CIMg

CLSI, de sus siglas en inglés

CrAg, de sus siglas en inglés

dNTP, de sus siglas en inglés

EIA, de sus siglas en inglés

EUCAST, de sus siglas en inglés

EUA
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Flu
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fragmentos amplificados
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Antigeno criptococosico
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Ensayo inmunoenzimatico

Comité Europeo para Pruebas de Susceptibilidad

Antimicrobiana

Estados Unidos de América

Administracion de alimentos y medicamentos

Fluconazol



IFNy

IL

INSPI

IRIS, de sus siglas en inglés

LCR

MALDI-TOF MS, de sus siglas

en inglés

MLST, de sus siglas en inglés

NCCLS, de sus siglas en inglés

PCR, de sus siglas en inglés

PBS, de sus siglas en inglés

RFLP, de sus siglas en inglés

RPMI, de sus siglas en inglés

SNC

SSE

TARVAE

UEES

VCE

VIH

Interferébn gamma

Interleucina

Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion

Sindrome inflamatorio de reconstitucién inmune
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Espectrometria de masa del tiempo de vuelo de la

matriz absorbida/ionizada con rayos laser

Tipificacion de secuencias multilocus

Comité Nacional para Estandares de Laboratorios

Clinicos

Reaccidon en cadena de la polimerasa

Tampon fosfato
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Instituto “Roswell Park Memorial”

Sistema nervioso central

Solucion salina estéril

Terapia antirretroviral altamente efectiva

Universidad Espiritu Santo

Valores de corte epidemiologicos

Virus de inmunodeficiencia humana



CONTROL SEMANTICO

Iindice de Glasgow: Escala de aplicacion neurolégica que permite medir el nivel de

conciencia de una persona. Evalla tres parametros:

- Apertura ocular: el puntaje puede ir desde 1 (si el paciente no responde en

absoluto) hasta 4 (en el caso en que se produzca de manera espontanea).

- Respuesta verbal: los valores comienzan en 1 (si es nula) y llegan hasta 5

(si es orientada).

- Respuesta motora: la escala contempla valores del 1 (cuando no hay

resultados) hasta 6 (la persona cumple las 6rdenes expresadas por la voz).

La suma de los tres valores constituye el resultado final de la escala de Glasgow.
El puntaje mas bajo que se puede obtener es 3 puntos, mientras que el valor mas

alto es 15 puntos.

El sistema de puntaje se propuso para la clasificacion de los traumatismos
craneoencefalicos basandose en el grado de severidad (leves de 13 a 15 puntos,
moderados de 9 a 12 y severos 8 o menos). No obstante su aplicacion ha
trascendido y hoy se emplea en la evaluacion de lesiones del encéfalo no
traumaticas. Esto la convirtio en una de las mas usadas en el campo de la
neurocirugia y muchas otras ramas de la medicina, y en una herramienta util

para todo profesional de la salud.

Saprobidtico: Microorganismo asociado a la materia organica muerta 0 en
descomposicion. Su crecimiento depende del medio ambiente en que se
encuentre (tipo de sustrato, temperatura, humedad, etc). Generalmente se refiere

a los hongos.

Sindrome: Del griego cuvépoun syndromé, ‘concurso’. Cuadro clinico o un conjunto
sintomatico que con cierto significado y que por sus propias caracteristicas
posee cierta identidad; es decir, un grupo significativo de sintomas y signos que
concurren en tiempo y forma que pueden estar dados por varias causas O

etiologias.



Sindrome inflamatorio de reconstitucién inmune: Describe la inflamacion que causa
un empeoramiento paraddjico de infecciones preexistentes o desenmascara
infecciones subclinicas como consecuencia del inicio de la terapia antirretroviral

en pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana.

Sindrome neuroldgico infeccioso: Conjunto de sintomas y signos que caracterizan los
procesos infecciosos que afectan el sistema nervioso. Entre las causas mas
frecuentes se describen las bacterias (Haemophylus influenzae, Mycobacterium
tuberculosis y Neisseria meningitidis), virus (VIH, enterovirus, virus del Nilo
Occidental y virus de Zika), hongos (Cryptococcus y Aspergillus) y parasitos
(Plasmodium falciparum/vivax 'y Trypanosoma cruzii). Los sintomas
neuroldgicos pueden deberse a la infeccion en si misma o a la respuesta
inmunitaria. Segun el area mas afectada durante el proceso infeccioso se

describen varios sindromes.

- Sindrome meningeo: Caracterizado por fiebre, rigidez de nuca y columna con
predominio cervical, posicion antalgica en opistotonos o gatillo de fusil,
cefalea intensa y raquialgia gravativas que se exacerba con los esfuerzos y los
movimientos, fotofobia que exige que el paciente sea colocado en ambiente de
penumbras, fonofobia (los ruidos son percibidos como dolorosos) e
hiperalgesia general.

- Sindrome de hipertensién endocraneana: Caracterizado por fiebre, cefalea
gravativa sobre todo matinal que no cede a los analgésicos comunes y el
paciente adopta una posicion de ortopnea a fin de mejorar su retorno venoso,
edema papilar que se manifiesta por dilatacion venosa y borramiento de los
limites papilares, bradicardia (pulso por debajo de 60 por minuto), lentitud
para responder, ideacion lenta, paralisis del VI par (sin valor localizador) y

constipacion eventual.

- Sindrome cerebeloso: Caracterizado por fiebre, hipotonia, reflejos
osteotendinosos disminuidos y de tipo pendular, fendmeno de rebote, ataxia o
incoordinacién de los movimientos voluntarios que da lugar a la aparicion de
hipermetria, asinergia, discronometria y adiadococinesia. La alteracion del

equilibrio y de la marcha provoca inestabilidad. Otras manifestaciones:



temblor intencional, palabra escandida, explosiva, nistagmus, fatigabilidad,

etc.

- Sindromes de neuropatias periféricas: caracterizado por fiebre, paresias
flaccidas de predominio distal, bilaterales y simétricas con abolicion de
reflejos y trastornos autondémicos, impotencia sexual y tréficos, parestesias
disestesias y alteraciones objetivas de sensibilidad, de predominio distal “en

guante o bota”, dolor agudo lancinante, atrofia muscular y trastornos tréficos.

Valor de corte epidemioldgicos: Es el valor de concentracion minima inhibitoria
(CMI) més elevada de un determinado antifungico frente a los aislados salvajes.
Se basa en la distribucion de los valores de CMI de poblacion salvaje sin
mutaciones 0 mutaciones no detectables vs poblacidn no salvaje que alberga al
menos un mecanismo de resistencia. Estos ultimos muestran susceptibilidad
disminuida en comparacién con la poblacién salvaje. En ausencia de valores de
corte clinicos, éste puede indicar de forma temprana la emergencia de cambios

en los patrones de susceptibilidad del microorganismo evaluado.
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1. INTRODUCCION

La meningitis criptococosica es una de las infecciones oportunistas méas frecuentes en
individuos con virus de inmunodeficiencia humana (VIH). En paises donde existe una
alta prevalencia de esta Gltima infeccidn representa la causa mas comun de meningitis

en pacientes adultos (Williamson et al., 2017).

A pesar del advenimiento de la terapia antirretroviral altamente efectiva (TARVAE)
hace casi 30 afios, las infecciones oportunistas del sistema nervioso central (SNC)
persisten como una causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes con VIH.
Existen varios factores que impactan negativamente sobre estos indicadores, entre ellas
se destacan: el desconocimiento acerca del estado VIH-positivo, la resistencia a los
farmacos antirretrovirales, la poca adherencia a este tratamiento y el uso de drogas
recreativas: alcohol, anfetaminas, marihuana, cocaina; entre otros. Los patrones clinicos
y radioldgicos de las infecciones oportunistas del SNC en los pacientes con VIH suelen
diferir de la presentacion en los individuos inmunocompetentes. De forma adicional, la
TARVAE puede desencadenar un empeoramiento paradodjico de dichas infecciones
causado por el sindrome inflamatorio de reconstitucion inmune, conocido como IRIS,

de sus siglas en inglés (Bowen, Smith, Reich, Quezado, y Nath, 2016).

En los paises desarrollados el 10 % de los pacientes con VIH y meningitis
criptococasica fallece en el transcurso de las 10 semanas posteriores al diagndstico; esta
cifra alcanza hasta el 50 % en los paises en vias de desarrollo (Tenforde, Wake, Leeme,
y Jarvis, 2016). Otros autores opinan que a pesar de la instauracion del tratamiento

antifungico, la mayor parte de los fallecimientos por criptococosis meningea se



producen en las primeras tres semanas posteriores al diagndstico debido a una
hipertensidén endocraneana grave (Cox y Perfect, 2016).

Ecuador se encuentra entre los paises de la region de las Américas con las tasas mas
altas de prevalencia de la infeccién por el VIH, 338 por 100 000 habitantes, lo cual
representa la séptima causa de muerte general, con una tasa de mortalidad de 7,15 por
100 000 habitantes (OMS, 2014). EI numero de defunciones por el VIH que se registra
en el afo 2013 es de 762, de los cuales 423 pertenecen a la provincia del Guayas, 71 %
son del género masculino. En ese mismo afio, las defunciones debido a las infecciones
oportunistas por VIH en Ecuador son de 72 % para el género masculino y 83,27 %
ocurren en individuos con edades entre 15 y 49 afios (Usifia y Carrera, 2013).

Durante 2007, el Centro de Investigaciones Economicas de la Escuela Superior
Politécnica de Ecuador (CIEC-ESPOL), realiza un estudio sobre el impacto econdémico
del VIH-sida en este pais. El estudio demuestra la alteracion que sufre el flujo de fondos
del Estado, el cual destina 10 mil délares a la atencion de estos pacientes. Sumado a
esto, se sefiala la pérdida de productividad de dichos individuos lo que afecta el

producto interno bruto del pais (M. Fernandez, 2007).

De acuerdo a datos internacionales, las infecciones oportunistas tienen un alto impacto
sobre la calidad y esperanza de vida de los pacientes con VIH (Garcia y Novoa, 2011).
Con frecuencia, algunas infecciones fingicas son causa indirecta o directa de muerte en
los enfermos con sida: la candidiasis bucofaringea y la esofagica los conducen a la
caquexia y al empeoramiento de su estado general con las complicaciones que esto
conlleva; la criptococosis, la histoplasmosis y la neumocistosis por su parte, ocasionan
per se, elevada morbimortalidad y evolucion con tendencia a las recidivas (Alspaugh,
2015).

El principal agente causal de la criptococosis es el complejo de especies Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii. Este comprende nueve tipos moleculares los cuales
muestran correlacion con las especies del complejo, sus variedades y serotipos. El
conocimiento de la ubicacién taxonOmica exacta de este agente, permite realizar
inferencias sobre su patogenicidad, patrones de virulencia, de susceptibilidad in vitro a
los antifungicos de primera linea de tratamiento y otras caracteristicas clinico-

epidemioldgicas de interés (Escanddn y Montilla, 2010). No obstante, C. neoformans es
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uno de los agentes infecciosos mas frecuentes en los pacientes con VIH y otros
individuos inmunocomprometidos (Worasilchai et al., 2016).

Hasta el momento, las cifras aportadas en trabajos internacionales, muestran que el
99 % de los aislados de Cryptococcus son susceptibles a la anfotericina B, a la
flucitosina y al fluconazol, antifangicos de eleccion en el tratamiento de la infeccion
causada por este agente. Sin embargo, cada vez se registra con mayor frecuencia la
emergencia de aislados con susceptibilidad disminuida frente a esos antifungicos. Esta
problematica hace imprescindible ejercer la vigilancia de la resistencia in vitro de los
aislados del complejo C. neoformans/C. gattii (Bicmen, Doluca, Gulat, Gunduz, y
Tuksavul, 2012; Worasilchai et al., 2016).

El estudio de la respuesta in vitro de las levaduras frente a los antifungicos disponibles,
es un reto y un elemento esencial para el desarrollo de las estrategias del tratamiento de
la infeccién en los individuos con criptococosis. Recientemente se publicaron los
valores de corte epidemioldgicos (VCE) del complejo de especies C. neoformans/
C. gattii frente a los antifingicos empleados en la primera linea de tratamiento de esta
infeccion y otros de mas reciente generacion. Esta variable se considera un indicador de
la emergencia de cambios en los patrones de susceptibilidad de estos microorganismos
frente a los agentes evaluados. En ausencia de valores de corte basados en los
pardmetros de la concentracion inhibitoria minima (CIM), la farmacocinética, la
farmacodinamica, los estudios in vivo y la respuesta clinica al tratamiento, los VCE
permiten el reconocimiento de la resistencia antifungica. A pesar de la creciente
importancia de este aspecto, los datos publicados al respecto procedentes de los paises
en vias de desarrollo son pobres o ignorados en comparacion con los divulgados por los
de mayor nivel de desarrollo (Espinel-Ingroff, Aller, etal., 2012; Espinel-Ingroff,
Chowdhary, et al., 2012).

En contraposicion con la necesidad de conocer la susceptibilidad in vitro de los
aislados, se encuentra la complejidad del método de microdilucién en medio liquido,
método de referencia para su determinacion (CLSI, 2012). Esto trae como consecuencia
el desarrollo de otras técnicas alternativas como el E-test, el Fungitel y el ATB Fungus
entre otros, los cuales son de mas facil ejecucion e interpretacion. No obstante, la
deteccion de un aislamiento resistente mediante estos ultimos, requiere su confirmacion

a través del método de referencia (Lewis, Viale, y Kontoyiannis, 2012).
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Las investigaciones publicadas sobre los principales aspectos relacionados con la
criptococosis y el complejo C. neoformans/C. gattii en Ecuador son limitadas y hasta el
momento las bases de datos biomédicas disponen de escasos trabajos (Chiang,
Tettamanti, y Castro, 2011; Jarrin, Cordovez, y Vera, 2012; Ordofiez, Arias, y Parra,
2013; Tircio y Vallejo, 2014). Esto traduce el desconocimiento y la necesidad de
investigar sobre esta tematica en este pais.

Aunque la infeccidn criptococdsica casi siempre se relaciona con la exposicion a las
excretas de palomas, en la actualidad se reconoce la existencia de diversas fuentes
ambientales de su agente causal. Estudios moleculares demuestran que no siempre
existe asociacion entre los genotipos encontrados en las muestras de excretas de
palomas Yy las obtenidas a partir de infecciones humanas, lo que soporta la existencia de
otros nichos ecolégicos como fuente de infeccion (llInait-Zaragozi et al., 2010; Refojo
et al., 2009).

Dada la relevancia préactica de los conocimientos sobre las caracteristicas
microbioldgicas y medioambientales del complejo C. neoformans/C. gattii, el presente
trabajo se plantea como propdsito determinar las caracteristicas mas relevantes de la
neurocriptococosis a partir de aislados recuperados de pacientes procedentes del
Hospital de Infectologia de Guayaquil, institucion que atiende al 37 % de los pacientes
con VIH-sida de Ecuador (Lugmafa, 2014) y la presencia de este agente en arboles
aledafios al hospital. Los resultados de esta investigacién permitiran establecer un
conocimiento integral acerca de la situacién de la coinfeccion con el complejo
C. neoformans/C. gattii y VIH en Guayaquil, lo que contribuira a un mejor manejo de
los pacientes afectados.

1.1. Preguntas de investigacion

¢Como se comporta la neurocriptococosis en los pacientes seropositivos al VIH que

asisten al Hospital de Infectologia de Guayaquil?
¢ Cuales son las principales caracteristicas microbioldgicas de su agente causal?

¢La neurocriptococosis en los pacientes seropositivos al VIH estara relacionada con la

presencia de su agente causal en los arboles aledarios al Hospital?



1.2. Obijetivos

1.2.1. Objetivo general

Aportar al conocimiento general de la neurocriptococosis en pacientes con VIH-sida en
Guayaquil, Ecuador a través del estudio de sus aspectos clinicos y microbiol6gicos méas
relevantes en pacientes hospitalizados en el Hospital de Infectologia de dicha ciudad
desde diciembre de 2013 hasta enero de 2015, asi como posibles fuentes de infeccién en

el entorno de esta unidad.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Describir los principales aspectos clinicoepidemiolégicos de los pacientes con
VIH vy sindrome neurolégico con la presencia de coinfeccion con
C. neoformans/C. gattii en los mismos.

2. ldentificar las especies, el serotipo y el tipo de apareamiento de los aislados de
Cryptococcus causantes de neuroinfeccion en los pacientes objeto de estudio.

3. Determinar los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislados del complejo
C. neoformans/C. gattii frente a los antifingicos empleados en la primera linea
de tratamiento de la infeccidn criptococosica.

4. ldentificar la presencia de Cryptococcus en arboles aledafios al Hospital de
Infectologia de Guayaquil.

1.3. Novedad cientifica

Este constituye el trabajo de mayor alcance realizado hasta el momento en Ecuador al
abordar de forma integral las diferentes aristas de la infeccion por Cryptococcus spp. en
pacientes seropositivos al VIH en Guayaquil. EI mismo permitié conocer su tasa de
prevalencia y determinar por primera vez los serotipos y tipos de apareamiento de los
aislados involucrados, asi como los patrones de susceptibilidad antifingica a los

farmacos de primera linea para el tratamiento de esta infeccion.



1.4. alor tedrico

Los hallazgos del presente estudio contribuyen de forma importante a las bases teoricas
del conocimiento acerca de la neurocriptococosis en pacientes seropositivos al VIH en

Ecuador y aporta nuevas evidencias a las ya conocidas en Latinoamérica y el mundo.
1.5. Valor practico

Los hallazgos de interés se hicieron saber a través de un informe técnico a la Dra. Jenny
Marcillo, médico tratante del Hospital de Infectologia, y fueron divulgados a través de
publicaciones y trabajos presentados en eventos (ver en aparte correspondiente a
produccion cientifica de la autora). Los aportes de la presente investigacion permitiran
establecer medidas de intervencién oportunas ante la sospecha de neurocriptococosis en
individuos seropositivos al VIH y perfeccionar los protocolos de tratamiento en
correspondencia con los resultados de las pruebas de susceptibilidad in vitro a los

antifngicos, lo que repercutira en el éxito de los tratamientos instaurados.

De manera general, todos estos elementos contribuiran a elevar la expectativa y calidad

de vida en los pacientes seropositivos al VIH en Ecuador.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los antecedentes de estudios relacionados con la criptococosis y su agente causal en
Ecuador se resumen a los que se describen a continuacion. Chiang y cols., determinaron
la positividad de la tinta china para el diagndstico de criptococosis diseminada en
muestras de orina de 42 pacientes con VIH del Hospital de Infectologia de Guayaquil.
Sus resultados demuestran la presencia de falsos negativos (11) y falsos positivos (3), y
de forma importante la emergencia de esta micosis como la sexta causa de ingreso por
infeccion oportunista y la cuarta de egreso. EI 90 % de los pacientes presenta un
sindrome neurolégico y niveles de linfocitos T CD4+ de 97,5 células/uL (Chiang et al.,
2011).

En el ano 2012, médicos del Hospital “Teodoro Maldonado Carbo” de Guayaquil,
describen un caso de criptococoma cerebral en una paciente inmunocompetente. El
diagnostico se realiza mediante resonancia magnética nuclear y se confirma por tinta
china a partir de una muestra de liquido cefalorraquideo (LCR) (Jarrin et al., 2012). Un
afio mas tarde, Ordofiez y cols., publican un caso de linfoadenitis criptococosica en
paciente con VIH, quien se presenta con fiebre, cefalea, tos con expectoracion
blanguecina, linfoadenitis cervical y dolor abdominal severo. El diagndstico se obtiene
mediante tincion de acido peryddico de Schiff y Grocott del fragmento de biopsia de
ganglio linfatico cervical (Ordofiez et al., 2013). En ninguno de estos casos se recupera

la levadura para su identificacion y caracterizacion microbiologica.

En el repositorio de la Universidad de Guayaquil, consta el trabajo de Tircio, quien trata
de determinar los factores de riesgo y las complicaciones asociadas a la criptococosis en
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pacientes con VIH; sin embargo la estadistica es discordante y la metodologia
incongruente por lo que sus resultados no son concluyentes (Tircio y Vallejo, 2014).
Ademas, se refleja un estudio de aislamiento de C. neoformans var. neoformans a partir
de excretas de palomas en la ciudad de Machala cuyos resultados no se encuentran
disponibles (Valarezo, 2008).

2.1.  Agente etioldgico

2.1.1. Taxonomia

Con fines practicos, se considera que C. neoformans/C. gattii es el Gnico agente que de
forma consistente produce la criptococosis (Kwon-Chung, Boekhout, Wickes, y Fell,
2011), especificamente por las especies C. neoformans var. grubii (serotipo A),
C. neoformans var. neoformans (serotipo D), C. gattii (serotipos B y C) y varios
hibridos (serotipos AD, AB y BD) que hoy se reconocen como un complejo de especies
(Bovers, Hagen, y Boekhout, 2008).

El conocimiento de la ubicacion taxondmica exacta de este agente permite realizar
inferencias sobre su patogenicidad, patrones de virulencia, de susceptibilidad in vitro a
los antifungicos y otras caracteristicas clinicoepidemioldgicas de interés. A su vez, el
conocimiento de los factores de virulencia es de gran importancia para determinar la
gravedad y la evolucion de la enfermedad en los pacientes afectados (Escandén y
Montilla, 2010).

El complejo de especies C. neoformans/C. gattii presenta una fase asexual o anamorfa y
otra sexual o teleomorfa. Atendiendo a su estado, varia su clasificacion taxonomica. En
la sexual se describen Filobasidiella neoformans y Filobasidiella bacillispora, que
corresponden a los anamorfos de C. neoformans y C. gattii, respectivamente (Bovers
et al., 2008). Estas se clasifican en el filo Basidiomycota, orden Filobasidiales, familia
Filobasidiaceae, género Filobasidiella (Fonseca, Boekhout, y Fell, 2011; Kwon-Chung
etal., 2011). (Fonseca et al., 2011)

En la actualidad existe una nueva propuesta de clasificacion taxondmica basada
fundamentalmente en los grupos genéticos que incluye siete especies: Cryptococcus
neoformans (AFLP1/VNI, AFLP1A/VNIl 'y AFLP1B/VNII), Cryptococcus
deneoformans (AFLP2/VNIV), Cryptococcus gattii (AFLP4/VGI), Cryptococcus
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bacillisporus (AFLP5/VGII), Cryptococcus deuterogattii (AFLP6/VGII), Cryptococcus
tetragattii (AFLP7/VGIV) y Cryptococcus decagattii (AFLP10/VGIV y VGlllc)
(Hagen et al., 2015). Con independencia del tipo de clasificacion, en mas del 80 % de

los pacientes la infeccion es causada por el serotipo A (Lin y Heitman, 2006) (tabla 1).

Tabla 1. Nomenclatura actual y propuestas para el complejo de especies Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii.

Genotipo Genotipo

Nombre actual AFLP RELP

Nombre propuesto

C. neoformans AFLP1 VNI C. neoformans
var. grubii (ser. A) AFLP1A VNII
AFLP1B

C. neoformans var. neoformans AFLP2 VNIV C. deneoformans
(ser. D)

Hibrido intervariedades AFLP3 VNI Hibrido
C. neoformans (ser. AD) C. neoformans x C. deneoformans
C. gattii (ser. By C) AFLP4 VGI C. gattii

AFLP5  VGlIllape C. bacillisporus
AFLP6 VGII C. deuterogattii
AFLP7 VGIV C. tetragattii

AFLP10 VGIV/VGIII; C. decagattii

C. neoformans var. neoformans AFLP8 - Hibrido

x C. gattii AFLP4/VGI C. deneoformans x C. gattii

C. neoformans var. grubii AFLP9 - Hibrido

x C. gattii AFLP4/VGI C. neoformans x C. gattii

C neoformans var. grubii AFLP11 - Hibrido

x C. gattii AFLP6/VGII C. neoformans x C. deuterogattii

AFLP, por sus siglas en inglés: analisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados

RFLP, por sus siglas en inglés: analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion

Adaptado de Lin y Heitman, 2006
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Cryptococcus presenta dos tipos de apareamiento, a y a. Ambos pueden fusionarse en
condiciones apropiadas de incubacion y producir el estado teleomorfo del género,
Filobasidiella. En un estudio acerca de la frecuencia de ocurrencia de este tipo de
apareamiento en aislados ambientales y clinicos, se encontré que el tipo de
apareamiento o es de 30 a 40 veces mas frecuente que el a. Esto sugiere que el primero,
aporta una ventaja selectiva en la supervivencia ambiental y posiblemente en la
virulencia. En general, los aislados clinicos son haploides e invariablemente pertenecen
a uno de los dos tipos de apareamiento (Fu, Sun, Billmyre, Roach, y Heitman, 2015;
Lin y Heitman, 2006).

2.1.2. Morfologia

El estado teleomorfico se reproduce por meiosis. Su morfologia microscdpica revela
hifas dicaridticas delgadas, con septos que poseen un poro central o doliporo,
conexiones en gancho y basidios subglobosos localizados en el apice. Sobre estos se
observan cuatro hileras de basidiosporas terminales, sésiles y en disposicién catenulada
(Fonseca et al., 2011; Kwon-Chung et al., 2011).

El estado anamorfo se reproduce por gemacién y puede presentar una 0 mas
blastoconidias unidas a la célula madre mediante un cuello corto y estrecho. Presenta
una forma redondeada u oval de 5 a 10 um de diametro rodeado de una cépsula
mucilaginosa. Cada una presenta todas las estructuras y organelos de una célula
eucariotica. Produce colonias mucoides blanquecinas en un periodo de dos a tres dias
(Fonseca et al., 2011; Kwon-Chung et al., 2011).

La levadura presenta una pared rigida constituida en esencia por glucanos y una capsula
compuesta por un polisacarido de alto peso molecular denominado
glucuronoxilomanano (Ramirez, 2008). La talla de esta es variable y depende de las
caracteristicas genéticas del microorganismo y las condiciones en que se desarrolla la
misma. Cuando hay desecacion, la capsula disminuye su tamafio hasta valores menores
que 1 um de didmetro, lo que permite su inhalaciéon y llegar a los espacios alveolares;
no obstante, la mayoria de los aislados, muestran capsulas visibles de gran tamafio

durante la infeccion (Maziarz y Perfect, 2016).
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La adaptacion al medio donde se desarrolla suele asociarse con variaciones fenotipicas
y a la adquisicién de atributos que contribuyen a su supervivencia en nichos ecoldgicos
especificos. Estas adaptaciones proporcionan heterogeneidad entre diferentes
poblaciones de células y facilitan la evasion de la respuesta inmune del hospedador.
Estas incluyen: 1) las vias de transduccion de sefiales que optimizan el metabolismo
para responder a la disponibilidad de nutrientes, las condiciones de estrés y la
interaccion con otros sistemas bioldgicos (otros microorganismos, depredadores
ambientales y anfitriones simbioticos) y 2) cambios morfolégicos, asi como desarrollo
de estructuras especializadas que le proporcionan beneficios de supervivencia durante
su ciclo de vida como el incremento del tamafio celular y el desarrollo de la capsula que
rodea su cuerpo celular. Esta Gltima juega un papel importante en la vida de estos
microorganismos pues les proporciona resistencia en condiciones de estrés como la
deshidrataciéon y ademas juega un papel clave en la interaccion con el medio ambiente
(Arenas, 2014; Phadke, Feretzaki, y Heitman, 2013; Sun y Heitman, 2015).

2.1.3. ldentificacién por métodos convencionales

El diagndstico microbioldgico de la criptococosis se basa en el examen microscopico
directo de la muestra, el aislamiento de la levadura y su identificacién mediante pruebas

bioquimicas y seroldgicas (Arenas, 2014).

La identificacion de C. neoformans/C. gattii en el laboratorio se basa en la presencia de
levaduras en los productos patoldgicos, en el aspecto macro y microscopico del cultivo
y en la determinacion de algunas de las actividades de su metabolismo (Arenas, 2014;
Fonseca et al., 2011).

Entre los productos patolégicos mas importantes para el aislamiento de
C. neoformans/C. gattii se encuentran el LCR, la sangre, la orina, los lavados bronquio-
alveolares, el tejido subcutaneo y el material de abscesos. Estos se procesan segun los

procedimientos descritos para estos fines (Bonifaz, 2012).

Examen directo con tinta china: esta técnica proporciona un resultado presuntivo de la
presencia del hongo y es la técnica més utilizada para poner de manifiesto su capsula.
Existen modificaciones del método que permiten una mejor distincion del organismo;

entre ellas esta la adicion de 2 % de cromato de mercurio a la tinta lo que permite una
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observacion mejor de las paredes capsulares y estructuras del interior del hongo (Zerpa,
Huicho, y Guillen, 1996).

Aislamiento en ADS: C. neoformans/C. gattii tiene requerimientos nutricionales
minimos (una fuente simple de carbono y nitrdgeno) y no necesita la adicion de
suplementos vitaminicos. En este sustrato (siempre que no contenga cicloheximida),
Cryptococcus desarrolla colonias a partir de 48-72 horas de aspecto mucoide, brillante,
convexas, de color blancoamarillento lo que le brinda aspecto de leche condensada. En
algunas ocasiones pueden presentar sectores que difieren en su pigmentacion. Su
velocidad de crecimiento es variable; a 37 °C el tiempo de duplicacién de la poblacion
varia desde 2,5 hasta 6 horas mientras a 40 °C se enlentece de forma significativa, las
células sufren una vacuolizacion intracelular y producen patrones aberrantes tales como
seudohifas (Maziarz y Perfect, 2016).

Crecimiento en agar harina de maiz con Tween 80: este medio se emplea para el cultivo
y diferenciacion de especies de hongos segun las caracteristicas morfoldgicas que
desarrollan sobre este sustrato. EI Tween 80 se incorpora para favorecer la formacion de
clamidoconidias (Maziarz y Perfect, 2016). Cryptococcus en particular, se caracteriza
por el desarrollo de blastosporas y ausencia de otras estructuras tales como micelio,
seudomicelio y clamidoconidias (Bonifaz, 2012).

Produccién de enzima ureasa: esta prueba se fundamenta en la capacidad de producir
ureasa, una enzima encargada de desdoblar la urea en dioxido de carbono y amonio, se
incrementa el pH del medio y produce un cambio de color en el mismo. Entre las
levaduras de importancia clinica, Cryptococcus es una de las pocas capaces de
hidrolizar la urea, lo que la convierte en una prueba de diferenciacion de gran utilidad
(Ramirez, 2008). No obstante, en la literatura internacional se notifican aislados de

Cryptococcus no productores de ureasa (Ruane, Walker, y George, 1988).

Produccion de enzima fenoloxidasa: la presencia de esta enzima le brinda a
C. neoformans/C. gattii la capacidad de sintetizar melanina a partir de compuestos
difendlicos. Esta caracteristica se considera uno de los marcadores fenotipicos de este
complejo de especies. A diferencia de otros hongos melanogénicos, requiere de
sustratos exogenos para la sintesis de este pigmento, caracteristica empleada en el

disefio de gran variedad de medios de cultivos con el objetivo de facilitar la
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recuperacion de este agente a partir de muestras con un alto grado de contaminacion
(Randhawa, Kowshik, y Khan, 2005). Uno de los més utilizados es el agar &cido caféico
(AAC) por permitir la deteccion rapida y facil de estas especies (Kidd et al., 2007). Esto
ofrece ventaja durante su identificacion presuntiva, en especial al procesar especimenes
clinicos de sitios corporales no estériles (Ej. esputo) o muestras de origen saprofito
(Kidd et al., 2007; Randhawa et al., 2005).

Asimilacién de carbohidratos: esta prueba permite diferenciar las especies de levaduras
segun el patron de asimilacion de diferentes azlcares. Debido a que el método
tradicional es trabajoso y consume tiempo, se desarrollan métodos comerciales que
simplifican la manipulacion y la interpretacion de los resultados. Uno de los més
difundidos en el mundo es el sistema de galeria API® 20C AUX (bioMérieux SA, 2007)

que incluye hasta 19 sustratos (Marcos y Pincus, 2013).

Crecimiento en agar L-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB): este medio se
emplea para diferenciar C. neoformans y C. gatti. La resistencia a bajas concentraciones
de L-canavanina y de cicloheximida solo estad presente en C. gattii. Esto le permite
sobrevivir en el medio de cultivo que las contiene y asimilar la glicina como Unica
fuente de carbono y nitrégeno. Esto ocasiona acidificacién del medio y cambio de color
del indicador de pH de amarillo al azul cobalto (Kwon-Chung, Polacheck, y Bennett,
1982). Este criterio de diferenciacion cuenta con el aval del analisis de maultiples
aislados recuperados de muestras clinicas (Kidd et al., 2007; Lazera et al., 2000; Perez
etal., 2008). En ocasiones, algunos aislados identificados como C. gattii mediante
métodos moleculares, muestran una reaccion negativa sobre este sustrato (McTaggart
etal., 2011); otros autores sefialan que entre el 30 y el 76 % de otras especies de
Cryptococcus diferentes del complejo C. neoformans/C. gattii son capaces de
desarrollar una reaccion positiva sobre este agar (llInait-Zaragozi et al., 2012; Tay, Na,
y Tajuddin, 2008).

Otra forma de diferenciar ambas especies es la utilizacion del método auxanografico
para detectar la habilidad de C. gattii de asimilar la D-prolina y el D-tript6fano como
unicas fuentes de nitrégeno (Chaturvedi y Chaturvedi, 2011; McTaggart et al., 2011;
Tay et al., 2008).
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2.1.4. Caracterizacién molecular

Con frecuencia el diagndstico de neurocriptococosis se basa en las evidencias clinico-
epidemioldgicas, la observacion de levaduras capsuladas mediante el examen directo de
la muestra, la deteccién de antigenos especificos, asi como la recuperacion e
identificacion del agente mediante métodos fisioldgicos, bioquimicos o seroldgicos. Sin
embargo, estos procedimientos tienen limitaciones que pueden falsear el diagndstico
(Huston y Mody, 2009).

Esto favorece el desarrollo de métodos moleculares Utiles para la deteccion de genes
especificos a partir de muestras clinicas del cultivo (Bovers etal.,, 2008). Estas
herramientas permiten la identificacion de las especies del complejo C. neoformans/
C. gattii y otras descritas con menor frecuencia como Cryptococcus laurentii. Los
métodos moleculares proporcionan resultados mas completos que el diagnostico
convencional con lo cual contribuyen a una mejor comprension de la epidemiologia y la

historia natural de la criptococosis (Wengenack y Binnicker, 2009).

Uno de los métodos mas empleados es el analisis del polimorfismo de los fragmentos
de los genes amplificados y digeridos con endonucleasas (conocido como RFLP, por
sus siglas en inglés). Entre los genes méas estudiados estd el que codifica para la
pirofosforilasamonofosfato- orotidina (URA5) y la fosfolipasa B (PLB1). Por su parte
las enzimas mas empleadas para este propdésito son la Sau96l y Hhal (Meyer,

Castaneda, Jackson, Huynh, y Castaneda, 2003).

El estudio de las variaciones de la secuencia de nucleétidos de mdltiples genes
(conocido como MLST, por sus siglas en inglés) se propone como una técnica universal
para el estudio molecular de los aislados de este complejo de especies (Meyer et al.,
2003). La misma se usa de forma amplia para la determinacion de genotipos circulantes
en diferentes partes del mundo (Cogliati, 2013; Litvintseva, Thakur, Vilgalys, y
Mitchell, 2006; Sidrim et al., 2010).

Otra de las herramientas empleadas es el analisis del polimorfismo de la longitud de
fragmentos amplificados (conocido como AFLP, por sus siglas en inglés). Esta
constituye una estrategia novedosa para generar marcadores moleculares de forma

sencilla, econdmica, rapida y confiable. Por este motivo se convierte en el instrumento
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molecular més conveniente para establecer la huella genética de aislados de cualquier
origen o complejidad. Esta metodologia facilita el analisis simultaneo de muchos locus
al detectar un numero mayor de marcadores de acido desoxirribonucleico (ADN)
polimorfico que cualquier otro método basado en la reaccién en cadena de la
polimerasa (conocido como PCR, por sus siglas en inglés) (Montafio, Villalpando, y
Vargas, 2006).

La técnica de AFLP detecta los cambios de tamafio de las distintas regiones o loci en el
genoma y no requiere conocer la secuencia de éste. Debido a que estos marcadores se
generan en condiciones de alta selectividad o astringencia, es menos probable que se
presenten falsos positivos. La principal desventaja de la técnica es la baja sensibilidad
para discernir la codominancia, requerir un equipo sensible o un programa informatico

especializado (Moen et al., 2004).

En general, las herramientas moleculares tienen una alta sensibilidad y especificidad
para la deteccidn de sus dianas y superan las limitaciones del diagnéstico convencional,
pueden emplearse para la identificacién y para estudios de epidemiologia molecular
(Leaw et al., 2006; Magee, Gale, Berman, y Davis, 2003).

Los estudios de epidemiologia molecular demuestran que estas técnicas se pueden
aplicar al diagnéstico de casos y a la deteccidn rapida tanto de los serotipos como de los
tipos moleculares del complejo de especies. Por ejemplo, en Sell queda demostrado el
predominio total de C. neoformans Ao variedad molecular VNI en un estudio que
incluye 46 aislados (Park et al., 2009). De otra parte, en India de 57 aislados clinicos,
51 corresponden a C. neoformans var. grubii-VNI, uno a C. neoformans var.
neoformans-VNIV y cinco a C. gatti-VGII (serotipos B y C) lo que demuestra la
diversidad genética local (Jain et al., 2005). Dicha diversidad se pone de manifiesto en
otras partes del mundo como en Brasil, donde de 82 aislados de C. neoformans var.
grubii (serotipo A) recuperados de 30 pacientes seropositivos al VIH se obtienen dos
tipos de variedades moleculares: VNI y VNII (Igreja et al., 2004). Afios mas tarde en
este mismo pais se notifica que de 40 aislados clinicos el 75,5 % pertenecen a la
variedad molecular VNI y el 22,5 % a VGII (Da Silva et al., 2012).
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2.1.5. Susceptibilidad antifingica

En la bisqueda de alternativas y opciones terapéuticas, se desarrollan pruebas para
conocer los patrones de susceptibilidad de los agentes infecciosos a los antimicrobianos.
Las mismas permiten evaluar la actividad in vitro de los agentes antifingicos solos o
combinados y con posterioridad correlacionar los resultados con la respuesta clinica.
De esta forma se logra determinar, que el genotipo VGII es menos susceptible a la
anfotericina B y que la combinacion de fluconazol y terbinafina tiene un efecto

sinérgico de 95,16 % frente a este hongo (Reichert-Lima et al., 2016).

En los laboratorios de microbiologia clinica, uno de los métodos mas utilizados para
conocer los patrones de susceptibilidad in vitro son las tirillas de E-test. Estas estan
aprobadas por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
de América (en lo adelante FDA, por sus siglas en inglés y EUA, respectivamente)
debido a su facil manipulacion y a la concordancia con el método de dilucion en medio
liquido, considerado el método de referencia (CLSI, 2012; Tapia, 2009).

En 1992 se establece el primer patrén internacional de susceptibilidad de levaduras,
elaborado por el Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (conocido
como NCCLS, por sus siglas en inglés) y en la actualidad denominado Instituto de
Estandares para Laboratorios Clinicos (en lo adelante, CLSI por sus siglas en inglés).
El mismo se basa en un método de macrodilucién en medio liquido que se adapta con
posterioridad a la microdilucion. Dicho método permite medir las CIMs de las
principales especies de hongos oportunistas, incluyendo a C. neoformans con una
adecuada reproducibilidad (Johnson, 2008). A pesar de su relativa complejidad, es
considerado el método de referencia para determinar la sensibilidad in vitro frente a los
antimicrobianos de manera general y se encuentra reflejado en documentos como el
M27-A3 del CLSI y EDEF 7.2 del Comité Europeo para pruebas de susceptibilidad
antimicrobianas (CLSI, 2012; Rodriguez et al., 2008).

Recientemente se proponen VCE para algunos antifungicos. Estos distinguen entre los
aislados salvajes (poblacion de microorganismos susceptibles o con mecanismos de
resistencia adquiridos no detectables) y no salvajes (que expresan mecanismos de
resistencia adquiridos o por mutaciones) (Cordoba et al., 2016; Espinel-Ingroff, Aller,

et al., 2012; Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012). A diferencia de estos, los puntos
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de corte clinicos categorizan los aislados como susceptibles (tratables) o resistentes (no
tratables) y se obtienen a partir de la distribucién de la CIM, los pardmetros de la
farmacocinética y farmacodinamia, los modelos animales, asi como los resultados

terapéuticos (Turnidge, Kahlmeter, y Kronvall, 2006).

De manera independiente al tipo de valor de corte utilizado, las diferencia de
sensibilidad entre los genotipos de C. neoformans/C. gattii son evidentes, de ahi la
relevancia de conocer este dato para la decision terapéutica (Reichert-Lima etal.,
2016). Esto queda demostrado en el estudio de Cdrdoba et al., quienes informan el valor
de corte mas alto (que incluia a > 95 %) para la flucitosina y el fluconazol (32 mg/mL +1)
en cada caso, mientras que para la anfotericina B, el itraconazol, el voriconazol vy el
posaconazol los valores oscilan entre 0,5; 0,5; 0,5 y 0,06 mg/L, respectivamente
(Cérdoba et al., 2016).

2.2. Ecologia de Cryptococcus

Los estudios de las fuentes ambientales, constituyen una herramienta util para la
realizacion de estudios epidemiolégicos y moleculares. Estos contribuyen a determinar
las posibles fuentes de infeccion y establecer los mecanismos de control que previenen

la infeccidn, en especial en individuos susceptibles (Cogliati et al., 2016).

Cryptococcus se encuentra distribuido en sustratos disimiles de la naturaleza (suelo, aire
y agua) y gracias a sus mecanismos de adaptacion conquistan casi todas las latitudes del
planeta (Kwon-Chung etal., 2011). No obstante, de manera general predominan en
climas calidos y su principal reservorio son las excretas de aves y los detritos vegetales
(Nnadi et al., 2016).

Existen numerosos estudios de epidemiologia molecular encaminados a conocer la
distribucion de los diferentes genotipos. Uno de los mas completos es el publicado por
Meyer y Trilles (Meyer y Trilles, 2010) y entre los mas recientes estan los realizados en
Nigeria y Brasil, con una importante contribucién al conocimiento epidemioldgico en

sus respectivas regiones (Alves et al., 2016; Nnadi et al., 2016).

El eucalipto rojo es un arbol conocido y apreciado por los habitantes rurales y urbanos

de Egipto. Su participacién en la ecologia de C. neoformans se encuentra ampliamente
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documentada en un estudio que demuestra su prevalencia durante la época de floracion
del arbol (Elhariri, Hamza, Elhelw, y Refai, 2016).

A pesar de los esfuerzos realizados, no siempre es posible demostrar la fuente de
infeccion de los pacientes (llInait-Zaragozi et al., 2012) por lo que se debe insistir en
este aspecto con el objetivo de conocer mejor la ecologia de este agente e implementar
las medidas adecuadas para el control de la infeccion.

2.3.  Criptococosis

El complejo de especies C. neoformans/C. gattii se reconoce como un agente
oportunista habitual en los individuos inmunocomprometidos (Messina et al., 2014). Su
relevancia médica aumenta el interés por esta levadura en la comunidad cientifica y el
desarrollo de un nimero creciente de investigaciones en el ambito mundial (Armstrong-

James, Meintjes, y Brown, 2014).

2.3.1. Patogenia de la infeccion

C. neoformans/C. gattii generalmente penetra al cuerpo humano por inhalacion de
levaduras desecadas o esporas suspendidas en el aire (Arenas, 2014). La proteccién o
susceptibilidad frente al hongo depende del desenlace de diversos factores derivados del
patdégeno y del hospedador, los cuales determinan finalmente el cuadro clinico y la

evolucion del sujeto (Wozniak, Olszewski, y Wormley, 2015).

En la mayoria de los casos, las particulas fungicas se eliminan por los mecanismos de
defensa del hospedador. No obstante, bajo determinadas condiciones (inmunosupresion,
inhalacion de agentes virulentos o de un gran numero de particulas infecciosas) la
infeccion puede progresar y ocasionar diseminaciéon hacia el SNC. A este nivel, el
hongo puede traspasar la barrera hematoencefdlica mediante tres mecanismos
principales: 1) diapédesis a través de los espacios intercelulares, 2) transcitosis de las
células endoteliales y 3) fenomeno de “caballo de Troya”; en este ultimo caso, recurre a

los fagocitos como vehiculos (Miyazato, 2016).

Entre otros factores, la predileccion del hongo por el SNC depende de la presencia de
altas concentraciones de precursores de la actividad de la enzima lacasa presente en el

complejo C. neoformans/C. gattii. El cerebro contiene compuestos fenolicos como la
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noradrenalina, el &cido 3,4-dihidroxifenil, el &cido homocanilico, el acido
5-hidroxiindolacético, la serotonina y la dopamina (Nosanchuk, Rosas, Lee, y
Casadevall, 2000). Este ultimo, se relaciona con varias funciones sensoriales y motoras,
por lo que es uno de los mas abundantes en el cerebro, incluyendo los nucleos putamen
y caudado, asi como la sustancia gris. Estas areas suelen ser de las més afectados por
estas levaduras (Hurd, Suzuki, y Sedvall, 2001; Taylor-Smith y May, 2016).

En la respuesta del hospedador frente a Cryptococcus merece destacarse la
participacion de los componentes celulares de la inmunidad innata, los neutrofilos, los
macrofagos y las células asesinas naturales (Aratani et al., 2006). Los linfocitos T CD,4"
sensibilizados estimulan la produccién de citocinas proinflamatorias como INFy, IL2,
IL12, IL18, que dan origen a una respuesta con predominio de citocinas de tipo Thil.
Esta genera la estimulacion de los macréfagos y la produccion de granulomas
epitelioides compactos llamados a controlar la infeccion (Kawakami, Qifeng, Tohyama,
Qureshi, y Saito, 1996).

2.3.2. Principales aspectos clinicos de la neurocriptococosis

En general las manifestaciones clinicas de la criptococosis dependen del sitio de
infeccion. La mas frecuente e importante debido a sus implicaciones clinicas y

terapéuticas resulta la infeccion del SNC (Chayakulkeeree y Perfect, 2006).

Colombo y Rodriguez, la clasifican en diferentes sindromes: meningitis, encefalitis,
meningoencefalitis, ventriculitis, aumento de la presion intracraneal y lesiones en el

parénquima (Colombo y Rodrigues, 2015).

A diferencia de las meningitis bacterianas, en las causadas por esta levadura, los
pacientes afectados presentan signos y sintomas de caracter crénico que incluyen
cefalea, fiebre, letargia, déficits sensoriales y paralisis, entre otros; en tanto es frecuente
la ausencia de irritacion meningea clasica (meningismo) (Colombo y Rodrigues, 2015;
Kasper y Fauci, 2012; Lee, Dickson, y Casadevall, 1996). Las lesiones parenquimatosas
se caracterizan por la formacion de abscesos, quistes 0 granulomas que se conocen
como criptococomas cuyas manifestaciones depende de la localizacidn y extension de
la lesion (Jarrin et al., 2012; Lee et al., 1996).
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Algunos individuos con infeccion por citomegalovirus, demencia asociada con el VIH e
incluso la criptococosis, pueden presentar un examen neurolégico normal. No obstante,
la presencia de demencia subaguda, la pérdida de los sentidos de la vista y la audicion,
asi como el letargo o excitacion deben alertar hacia una evaluacion mas minuciosa
(Zunt, 2002).

El diagndstico diferencial debe realizarse con meningitis tuberculosa, neurosifilis,
carcinomatosis meningea, toxoplasmosis y encefalitis virales. Se tiene un alto indice de
sospecha en pacientes con infeccién avanzada por el VIH (recuento de células
CD4" < 100 células/uL) que presenten fiebre y dolor de cabeza. En cada caso, la
gravedad del cuadro dependera del equilibrio entre la respuesta inmune del anfitrion y
los mecanismos patogénicos producidos por la levadura (Chayakulkeeree y Perfect,
2006).

2.3.3. Diagnostico de laboratorio de la infeccion

El diagndstico se sospecha segun la epidemiologia y la clinica que presenta el paciente
y se confirma mediante el aislamiento e identificacion de C. neoformans/C. gattii. Las
levaduras se pueden observar mediante un examen directo con tinta china, en el LCR, la
orina u otros fluidos corporales. Esta prueba es positiva en el 50 % de los casos; en los
pacientes con sida la deteccion aumenta al 75 % (Tsuji, Barbabosa, y Rivera, 2005). Sin
embargo, pueden existir falsos positivos en presencia de otros agentes como
Rhodotorula, Candida, Klebsiella pneumoniae o artefactos que pueden confundir el
diagnostico; y falsos negativos, en especial cuando el conteo de levaduras es menor de

10 000 células/mL o estas presentan capsulas pequefias (Tsuji et al., 2005).

La impresion inicial se confirma con el aislamiento e identificacion del hongo segun sus
caracteristicas morfologicas y fisiologicas. EI medio de cultivo mas empleado es el agar
dextrosa de Sabouraud (en lo adelante ADS), sin cicloheximida. El examen
microscopico de esta colonia releva la presencia de levaduras encapsuladas redondeadas
con diametro de 7 a 15 um (Tsuji et al., 2005). Aungue en ocasiones, el cultivo del LCR
pudiera ser negativo en pacientes con neurocriptococosis, esta constituye la prueba de
oro para confirmar la afeccion. Por lo general, los falsos negativos se deben a la baja
carga de levaduras o a la presencia de células poco viables (en especial en el curso de
tratamientos antifangicos) (Chayakulkeeree y Perfect, 2006; Perfect et al., 2010).
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Algunos expertos sugieren que la presencia de anticuerpos sericos especificos confiere
un signo de buen pronéstico y una mejor respuesta al tratamiento; sin embargo, su
utilidad diagnostica es baja debido a la pobre sensibilidad y especificidad de las pruebas
disefiadas a este efecto (Chayakulkeeree y Perfect, 2006; Diamond y Bennett, 1974;
Gordon y Vedder, 1966).

La presencia de polisacéridos capsulares permite el desarrollo de pruebas diagndsticas
mediante la identificacion de antigeno criptococésico (Kozel y Bauman, 2012). Su
deteccion en el suero y LCR mediante aglutinacién al latex e inmunoensayos
enzimaticos (en lo adelante EIA, de sus siglas en inglés) esta disponible desde hace mas
de 35 afos (Perfect y Bicanic, 2015). La sensibilidad de las mismas varian desde 83 a
97 % llegando al 100 % en el LCR, en tanto que la especificidad se encuentra entre
93 y 98 % (Vidal y Boulware, 2015). En la actualidad se conoce que la aglutinacion al
latex tiene una sensibilidad reducida frente al serotipo C y los EIA frente a los serotipos
C y D (Tintelnot et al., 2015). La tasa de falsos positivos es menor del 1 % y en general
se explica por problemas técnicos o infecciones asociadas con otros hongos,
Ej: Trichosporon spp., Capnocytophaga canimorsus y Stomatococcus mucilaginosus.
Por su parte, los resultados falsos negativos suelen observarse durante las infecciones
tempranas debido a la baja carga de hongos, con el fenémeno de prozona y a
infecciones con levaduras poco encapsuladas (Antinori, 2013; Perfect y Bicanic, 2015).
Otras limitaciones de estas metodologias estdn dadas por la subjetividad de la
interpretacion de los resultados en el caso de la prueba de aglutinacion al latex, asi
como la mayor complejidad y la necesidad de equipos de laboratorio (lavador y lector)
en el caso de los EIA. Esto hace que este Ultimo, sea inadecuado en entornos con

minima o ninguna infraestructura (Makadzange y McHugh, 2014).

Un enfoque diferente, la espectrofotometria de masas basada en el tiempo de vuelo de
la matriz absorbida/ionizada con rayos laser (en lo adelante MALDI-TOF, por sus
siglas en inglés), se basa en la identificacion del patron de proteinas de los diferentes
microorganismos. Por comparacion directa del patrén espectral del organismo en
cuestion, con bases de datos de patrones conocidos de diferentes microorganismos, es
posible identificar el género, la especie e incluso los niveles resistencia en determinados
agentes (Hettick et al., 2008). A pesar de que esta técnica se describe por primera vez

hace tres décadas, capta la atencion de la comunidad cientifica en los Gltimos 10 afios,
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pues se evidencia su potencial, creando una revolucion en los laboratorios
microbioldgicos (Seng et al., 2009). Hasta el momento se conocen cuatro sistemas
comerciales basados en este método, de los cuales la FDA aprueba el primero para su
uso en laboratorios de microbiologia clinica. Su evaluacidbn muestra resultados
prometedores ya que es capaz de identificar hongos levaduriformes y miceliales a partir
de cultivos positivos con rapidez con una concordancia superior al 90 % al compararla
con los métodos convencionales (Bader et al., 2011; Hettick et al., 2008). En algunos
informes, esta metodologia parece incluso superar a las técnicas de identificacion
tradicionales (Bader et al., 2011, Iriart et al., 2012).

No obstante, requiere una etapa de extraccion de proteinas antes del analisis
espectrofotométrico, en especial cuando se trata de la identificacién de hongos. Los
sistemas mas modernos, tales como el Vitek MS, logran superar esto mediante el uso de
un paso unico de lisis con &cido férmico, por lo que la técnica es mas rapida y facil de
usar (Iriart et al., 2012). Un estudio de intervencion que incluye a 501 individuos con
bacteriemia o candidemia, muestra que la espectrofotometria de masa basada en el
MALDI-TOF es capaz de disminuir el tiempo para la identificacion de organismos, lo
que mejora la seleccién del agente antimicrobiano y el desenlace de los pacientes
(Huang et al., 2013). Esta y otras evidencias sugieren que este es un método con
potencialidades para reemplazar los convencionales de identificacion de patdgenos
fangicos; sin embargo, debido a que el periodo transcurrido desde su introduccion en
este campo es corto, resulta imprescindible contar con un mayor nimero de datos para

llegar a una conclusion valida acerca de su relevancia clinica (Shin et al., 2013).

Con el desarrollo de la biologia molecular, se disefiaron técnicas capaces de detectar
agentes fangicos a partir de muestras clinicas. Hoy se emplean fundamentalmente para
la caracterizacién de estos agentes y estudios epidemiolégicos tal como se detalla mas

adelante (Arvanitis, Anagnostou, Fuchs, Caliendo, y Mylonakis, 2014).
2.3.4. Tratamiento

Entre las enfermedades infecciosas, el tratamiento de la criptococosis es uno de los méas
estudiados; sin embargo, todavia quedan muchos aspectos al respecto por resolver. A
pesar de los avances médicos, la tasa de mortalidad durante los tres primeros meses de

tratamiento de la neurocriptococosis sobrepasa el 20 % y alcanza el 100 % en los
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pacientes que no reciben tratamiento oportuno (Perfect etal., 2010). Los datos
publicados hasta el momento coinciden en que la respuesta a la terapia convencional de
la criptococosis es poco predictible y las recurrencias son comunes. Entre el 60 y el
70 % de los pacientes responden de forma favorable al tratamiento; no obstante, se
describe un numero importante de fallos terapéuticos que conllevan al desenlace fatal
(Cordoba etal., 2016; Tsuji etal., 2005). En esencia, los agentes antiflngicos de
eleccion en el manejo de la meningitis criptococésica incluyen a la anfotericina B
intravenosa (desoxicolato o sus formulaciones lipidicas), la flucitosina y el fluconazol
(Manosuthi et al., 2006; Perfect et al., 2010).

El esquema mas efectivo hasta el momento consiste en tres fases. Durante la primera
(induccion) se administra de forma simultanea 0,7 - 1 mg/kg de anfotericina B
desoxicolato por via intravenosa y 100 mg/kg/dia de flucitosina por via oral dividido en
cuatro tomas durante dos semanas. En la segunda fase (consolidacién) el tratamiento de
eleccion es el fluconazol (400 mg/dia) durante ocho semanas. Para la tercera y Ultima
fase del tratamiento (mantenimiento) se recomienda el fluconazol (200 mg/dia) de 12 a
18 meses después de lograr recuentos de CD," superiores a 200 células/uL y la
supresion exitosa de la replicacion viral del VIH para evitar las recaidas (Day, Chau, y
Lalloo, 2013; Perfect et al., 2010; WHO, 2011). Durante todo el curso del tratamiento
se recomienda seguir al paciente con controles clinicos y antigenemia (Perfect et al.,
2010).

Los pacientes suelen tener reacciones secundarias a la anfotericina B. Las mismas se
caracterizan por mialgias, insuficiencia renal e hipocalemia severa que no mejora con
suplementos de potasio parenteral y solo desaparecen al suspender el medicamento.
Estos casos pudieran ser tratados de forma alternativa con formulaciones lipidicas de
este medicamento, fluconazol o itraconazol (400 mg/d) asociado con la fluocitosina

durante seis semanas (LOpez, 2002; Tsuji et al., 2005).

A pesar de lo anterior, las cifras alarmantes de fallos terapéuticos y recaidas indican la
carencia de un régimen 6ptimo para el control de esta infeccion. Esto hace necesario la
evaluacion de nuevas estrategias e impulsa el desarrollo de nuevos agentes tales como

el ravuconazol, el albaconazol y el isavuconazol los cuales se encuentran actualmente
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en diferentes estadios de desarrollo (Fera, La Camera, y De Sarro, 2009; Guinea y
Bouza, 2008).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de estudio y marco de la investigacion

Se condujo un estudio observacional, de corte transversal, desde diciembre de 2013 a
enero de 2015.

En el mismo estuvieron involucrados el Hospital de Infectologia “Dr. José Daniel
Rodriguez Mariduena”, sitio de atencion a los pacientes adultos (> 18 afios)
seropositivos al VIH y el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Médicas “Dr. Enrique Ortega Moreira”, de la Universidad Espiritu Santo (UEES),
donde se realizaron todos los estudios microbiolégicos, ambos en Guayaquil, Ecuador.
La investigacion se desarroll6 bajo la conduccion del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” de La Habana, Cuba.

Desde el punto de vista organizacional contdé con tres partes fundamentales: 1) el
estudio de los principales aspectos clinicos y epidemiologicos de los pacientes
seropositivos al VIH ingresados con sospecha de neuroinfeccion en la Ciudad de
Guayaquil; 2) el diagnostico microbioldgico de criptococosis y la caracterizacion de los
aislados recuperados y 3) la investigacion de posibles fuentes de infeccion por
C. neoformans/C. gattii en arboles aledafios al hospital. En el anexo 1 se muestra el
diagrama general de trabajo.

El presente trabajo se encuentra enmarcado en el programa de Doctorado en Ciencias
Médicas del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” de La Habana, Cuba, est4
sustentado por las autoridades competentes de este pais y el Decano de la Facultad de

Ciencias Médicas de la UEES, Guayaquil, Ecuador.
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3.2.  Universo y muestra

El universo de los pacientes para el estudio de los aspectos clinicos, epidemiolégicos y
microbiologicos comprendio a todos los individuos seropositivos al VIH gque ingresaron
en el Hospital de Infectologia de Guayaquil entre diciembre de 2013 y enero de 2015.

La muestra se acot6 segun los criterios de inclusion y exclusion (ver 3.2.1).

Para el estudio ambiental, el universo comprendio todos los arboles adultos encontrados
en un perimetro de hasta medio kilémetro, 360° a los alrededores del Hospital. La

muestra abarco aquellos que cumplieron los criterios de seleccion (ver 3.2.2).

3.2.1. Criterios de seleccion de los pacientes

3.2.1.1. Criterios de inclusion
e Pacientes seropositivos al VIH, que ingresaron en el Hospital de Infectologia de
Guayaquil entre diciembre de 2013 y enero de 2015.
e Fiebre (temperatura > 38 °C).
e Presentar sintomas de neuroinfeccion.
e Aceptar su participacion en el estudio a través de la firma de un consentimiento
informado (anexo 2).
3.2.1.2. Criterios de exclusion (anexo 3)
e Pacientes que recibieron tratamiento antimicotico hasta 30 dias previos a la
toma de la muestra.
e Muestra insuficiente (< 3 mL) o de mala calidad (hematica, derramada, frascos

inapropiados o mal identificados, etc).

3.2.1.3. Criterios de salida del estudio

e Asolicitud del paciente.
3.2.2. Criterios de seleccion de los arboles para la toma de muestra ambiental

e Ejemplares adultos de cualquier especie con cavidades o ranuras evidentes

ubicadas a una altura mayor o igual a 1 m con relacion al suelo.
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3.3.  Procedimientos de trabajo
En el anexo 4 se ilustra el diagrama general que se empleo en el presente trabajo para el

aislamiento, identificacion y caracterizacion de C. neoformans/C. gattii.

3.3.1. Procedimiento para la recoleccion de datos, toma muestra de LCR y su

procesamiento.

Los datos de los pacientes se recolectaron a partir de las historias clinicas realizadas por
los médicos de asistencia del Hospital, asi como por las entrevistas efectuadas a los
mismos por la autora del trabajo. Las variables de estudio se encuentran descritas en la
ficha de colecta de datos, e incluyen signos y sintomas, asi como pardmetros de
laboratorio.

Las muestras de LCR se obtuvieron mediante puncion lumbar por el facultativo de cada
paciente de acuerdo con los procedimientos establecidos en el Hospital de Infectologia
“Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefia”. Una parte de la muestra se consigné a los
laboratorios de la UEES para el estudio micol6gico correspondiente al presente trabajo
de tesis; otra parte se trasladd al laboratorio de microbiologia del hospital donde se
desarroll6 el procedimiento establecido para dar respuesta al seguimiento de los
pacientes. Esto garantizd la realizacion de los estudios y la entrega de los resultados
respectivos en el caso que el paciente hubiese consentido en su participacion y la

muestra no cumpliera los criterios de inclusion.

Los LCR se centrifugaron por 15 minutos a 2 500 x g. Se tomaron 10 pL del sedimento
para realizar un examen directo con tinta china para la deteccién de levaduras
capsuladas y 20 uL para cultivo en ADS a partir del cual se realizo la identificacion y
caracterizacion de los agentes recuperados como se describe en acapite 3.4.3 (Gray y
Fedorko, 1992).

3.3.2. Procedimiento para la toma de muestra de origen ambiental y su

procesamiento

Para este estudio se recolectaron muestras de arboles adultos ubicados en las areas

aledafias al hospital. La recoleccion se realizo desde octubre de 2014 hasta diciembre de
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ese mismo afio. De cada uno se tomaron de 1 - 3 muestras, en dependencia del nimero

de cavidades o ranuras expuestas.

Las muestras consistieron en hisopados de cavidades o ranuras detectadas en los
troncos. Para este proceder se utilizaron hisopos de algodon estériles humedecidos,
previamente, en solucion salina estéril (SSE) con gentamicina (25 mg/L). Una vez
tomada la muestra, los hisopos se introdujeron de forma individual en tubos de ensayo
con tapa de rosca con 2 mL de SSE + 25 mg/L de gentamicina. Las muestras se
transportaron al laboratorio de la UEES y se procesaron en un tiempo no mayor de 24 h
(Randhawa et al., 2005).

Cada muestra se sembrd por duplicado en placas de Petri con medio AAC (Vidotto
etal., 2004); las placas se mantuvieron en la oscuridad a 35 °C hasta los 10 dias.
Durante ese tiempo se realizd un examen estereoscopico diario en busca de colonias
que tuvieran caracteristicas morfoldgicas compatibles con las producidas por las
levaduras del género Cryptococcus (redondas, de superficie lisa, himedas con aspecto
cremoso Yy consistencia mucoide o no, bordes regulares y color del beige a carmelita

intenso).

Como controles se emplearon las cepas de referencia C. neoformans ATCC® 208821 y
Candida albicans ATCC® 10231 donadas por el Laboratorio de Micologfa del Instituto
Nacional de Salud Publica e Investigacién (INSPI) de Guayaquil, Ecuador.

3.3.3. Identificacion y caracterizacion fenotipica de los aislados levaduriformes

recuperados de las muestras de LCR y material vegetal

La identificacion presuntiva se realizd de acuerdo con las caracteristicas macro- y
micro- morfoldgicas, la capacidad de crecer a 37 °C, la deteccion de la actividad ureasa
y fenoloxidasa (Koneman y Allen, 2008; Peman, Martin-Mazuelos, y Calvo, 2001,
Peman, Martin Mazuelos, y Rubio Calvo, 2007) la asimilacion de los azlcares de la
galeria comercial API® 20C AUX (bioMérieux SA, 2007), segtn las instrucciones del
fabricante y el crecimiento en el medio CGB. (Kwon-Chung et al., 1982). Los aislados
que arrojaron codigos aberrantes al aplicar el sistema comercial API® 20C AUX
(bioMérieux SA, 2007) se sometieron a la identificacion de género y especie mediante
MALDI-TOF segun las instrucciones del fabricante con ligeras modificaciones
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descritas por Firacative y cols (Firacative, Trilles, y Meyer, 2012). Este procedimiento
se desarrolld a partir de aislados puros después de 24 horas de crecimiento en el medio
ADS.

Los materiales y medios de cultivo se prepararon segun Guevara, Urcia, y Casquero,
2007. Como controles de calidad tanto de los medios de cultivo como de los
procedimientos que se realizaron, se emplearon las cepas de referencia C. neoformans
ATCC® 208821 y Candida albicans ATCC® 10231 donadas por el Laboratorio de
Micologia del INSPI.

3.3.4. Caracterizacion molecular de los aislados previamente identificados como

C. neoformans/C. gattii.

Extraccion de ADN: de cada uno de los aislados identificados por los métodos
fenotipicos como Cryptococcus se tomaron 10 colonias (< 48 horas) los cuales se
suspendieron de forma independiente en 200 pL de tampon fosfato. Para extraer el
ADN total se empled el estuche comercial High Pure PCR Template Preparation Kit®
(Roche, Alemania), segun las instrucciones del fabricante. Se adiciond un paso previo
de lisis celular con liticasa (Sigma-Aldrich, EUA) (10 pL por muestra a 0,5 mg/mL) e

incubacion a 37 °C durante 30 minutos.

Determinacion del serotipo y tipo de apareamiento: la determinacion se realizo a
través de dos PCR segun Carvalho et al., 2007. Para las mismas se emplearon los juegos
de cebadores que se listan en la tabla 2.

Tabla 2. Combinacion de cebadores empleados en la determinacion del serotipo y tipo de

apareamiento de los aislados presuntivamente identificado por métodos
convencionales como Cryptococcus.

) Secuencia del cebador Talla
Alelo o domino Cebador . A
(5 -3) (pb)
MATa serotipo A JOHE 7264 5 -AGCTGATGCTGTGGATTGAATAC-3" 1200
\S JOHE 7265 5 -GTTCAATTAATCTCACTACCTGTAG-3
% MATa Serotipo A JOHE 7270 5-ATCAGAGACAGAGGAGGAGCAAGAC-3° 870
@

JOHE 7272 5 -TCCACTGGCAACCCTGCGAG-3

edCelliu

MATa serotipo D JOHE 7267 5-ATAGGCTGGTGCTGTGAATTAAG-3 1200
JOHE 7268 5 -GTTCAAGTAATCTCACTACATGCG-3

nil
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MATa serotipo D JOHE 7273 5-GTTCATCAGATACAGAGGAGTGG-3 870
JOHE 7275 5-CTCCACTGTCAAACCTACGGC-3

Adaptado de (Carvalho et al., 2007)

Por cada reaccion se emplearon 0,2 UM de cebadores; 0,02 U/uL de Taq polimerasa;
1,5 mM de MgCl y 0,2 mM de dNTP’s. La primera reaccion se sometio a 94 °C por
1 minuto, seguido de 59 °C durante 30 segundos, luego 30 ciclos a 72 °C por 1 minuto
y finaliz6 con 72 °C por 10 minutos. La segunda reaccion consistié en 94 °C por
1 minuto, 61 °C por 30 segundos, 30 ciclos a 72 °C por 1 minuto y culminé con 72 °C
por 10 minutos. Todos los productos amplificados se separaron en geles de agarosa al
2 % a 100 V durante 1 hora (Carvalho et al., 2007).

Determinacién de las variedades moleculares: se aplico la técnica de RFLP,
siguiendo el protocolo desarrollado por Meyer y cols., en 2003 (Meyer et al., 2003). Se
utilizaron los cebadores URA5 (5’ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG3’) y SJO1
(5’TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC3’).

El producto de la reaccion se digirié con las enzimas de restriccion Hhal y Sau96l; los
fragmentos obtenidos se visualizaron en gel de agarosa al 3 % después de aplicarle
80 V durante 3,5 horas.

Como controles se emplearon cepas de referencia de Cryptococcus CBS9172 (Aa,
VNI), CBS8710 (Aa, VNI), CBS10511 (Da, VNIV), CBS10513 (Do, VNIV),
CBS6956 (Ba, VGII); CBS10101 (Ca, VGIV); Candida albicans ATCC® 10231 y
agua. Todas las cepas de referencia fueron gentilmente donadas por el Laboratorio de

Micologia del INSPI de Guayaquil, Ecuador.
3.3.5. Determinacion de los patrones de susceptibilidad

Todos los aislados recuperados pertenecientes al complejo de especies
C. neoformans/C. gattii se sometieron a las pruebas de susceptibilidad antifungica,
mediante el método de difusion en medio sélido E-Test para levaduras, segun las
recomendaciones del proveedor (AB Biodisk, Suecia). Se hace una exposicion breve de

la realizacién de esta determinacion:
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Medio de cultivo: se empled el medio sintético RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, EUA)
solidificado con 2 % de agar segun la metodologia del documento M27-A3 (CLSI,

2012). Las placas se conservaron a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.

Antifungicos: se empelaron tiras de E-test impregnadas con anfotericina B (0,02-32
pg/mL), flucitosina (0,02-32 pg/mL) y fluconazol (0,016-256 pg/mL) (AB Biodisk,

Suecia).

Indculo: las suspensiones de trabajo se prepararon a partir de cultivos en ADS a 35 °C
incubados durante 48 horas. Se prepar6 una suspension en SSE y se ajustd la

concentracion a 1-5 x 108 células/mL mediante conteo en camara de Neubauer.

Preparacion e inoculacion de las placas: antes de su utilizacién las placas se hicieron
reposar fuera del refrigerador hasta alcanzar la temperatura ambiente. Con un hisopo de
algodon estéril embebido en el indculo se sembr6 la superficie del agar en tres
direcciones (tres placas por cada aislado objeto de estudio). Después de 10-15 minutos

se colocaron las tiras de E-test con ayuda de una pinza estéril (una tira por placa).

Incubacién y lectura: las placas se colocaron en camara humeda a 35 °C durante
48-72 horas. Se estimé como CIM el valor donde el borde de la elipse de inhibicién
intercepto la escala de concentracion de la tira. No se tuvo en consideracion la presencia

de colonias de menor tamario dentro del didmetro de la zona de inhibicién.

Interpretacion de los resultados: se emplearon los VCE para el complejo de especies

C. neoformans/C. gattii, segin Espinel-Ingroff expresado en la tabla 3.

Tabla 3. Valores de corte epidemiologico para el complejo de especies
C. neoformans/C. gattii frente a anfotericina B, flucitosina vy

fluconazol.

Antiflngico C. neoforr;/ai:zr = Coé.t(;zﬁii(ijemiOI?iﬁZ(;?)/rrr:I;ns/C. gattii
Anfotericina B 0,5-1 0,5-1 0,5-1
Flucitosina 8-16 4-16 4-16
Fluconazol 4 4-8 4-8

Adaptado de (Espinel-Ingroff, Aller, et al., 2012; Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012)

Controles: la calidad de cada lote de medio de cultivo y de todo el procedimiento se

evalué mediante la ejecucion de la técnica con las cepas de referencia Candida krusei
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ATCC® 6258 y Candida parapsilosis ATCC® 22019 donadas por el INSPI. A este
proceso se adiciono la determinacion de la esterilidad del lote mediante incubacion de
dos a tres placas a 35 °C durante 48 horas (CLSI, 2012).

Los aislados con una CIM por encima de los valores de corte se revaluaron mediante el
sistema comercial Sensititre Yeast One® (Thermo Scientific, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

3.4. Analisis estadistico

Los datos se ingresaron en una base de datos de Microsoft Excel y se analizaron
mediante los programas informaticos Epilnfo version 7 del Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades de EUA y SPSS 19 de IBM (International Business
Machines, EUA).

Para dar respuesta a los dos primeros objetivos se emplearon frecuencias y porcentajes.
Ademas se analizé la asociacion estadistica entre la presencia de la infeccion y los
hallazgos clinicos en los pacientes. Se obtuvo la prevalencia de la infeccion en la
muestra objeto de estudio, la razon de prevalencias entre las variables (los valores > 1
se tomaron como referencia de asociacion entre los factores estudiados y la presencia de
criptococosis) y el Chi cuadrado de Mantel-Haenszel, para determinar la asociacién
estadistica entre la variable (clinica/laboratorio) y la presencia de infeccion por

Cryptococcus.

En relacion con los estudios de sensibilidad in vitro de los aislados del complejo
C. neoformans/C. gattii frente a los antifungicos empleados en la primera linea de
tratamiento de la infeccidn criptococdsica se estimaron los rangos segun los valores de

CIM méaximos y minimos, el promedio, la media geométrica, asi como la CIM 50 y 90.
3.5.  Aspectos éticos y legales

El protocolo de este trabajo de tesis para optar por el Grado Cientifico de Doctor en
Ciencias Médicas se aprobd por la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia
y el Comité de Etica, ambos del IPK, asi como por Comité de Bioética COBI-

ASFORUM, certificado por las autoridades locales de salud de Ecuador (anexos 4, 5
y 6).
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Procedimientos para garantizar aspectos €ticos en las investigaciones con sujetos
humanos: Para la seleccion de los pacientes se aplicaron los criterios de inclusion y

exclusion establecidos para este estudio.

Los procederes estuvieron a cargo del médico de cabecera en cada caso quien brind6 a
los individuos seleccionados la posibilidad de preguntar cualquier detalle del estudio
antes de firmar las planillas de consentimiento informado y acceder a la entrevista para

la recoleccion de datos y la posterior toma de muestra.

En la confeccion de la base de datos se usaron codigos numéricos para mantener la
privacidad de los resultados. Solo la responsable del estudio tuvo acceso a la misma y

manejo la informacion con estricta confidencialidad.

Se tuvieron en cuenta los principios basicos de la bioética establecidos en la
Declaracion de Helsinki (2008) (beneficencia, no maleficencia, respeto a la persona y
justicia). A todos los individuos se les explicd que su participacion en la investigacion
era absolutamente voluntaria y que la decision de abandonar el estudio no traeria

consigo cambio alguno en la conducta del médico de asistencia.

Procedimientos para garantizar aspectos éticos de la investigacién relacionada con
las muestras ambientales: La recoleccion de las muestras vegetales se realiz6 por
personal experimentado en los procederes relacionados. Se garantizé la conservacion y
proteccion de la flora y se evitaron dafios o perjuicios al medio ambiente de acuerdo
con lo establecido en el articulo 17 de la Declaracion Universal de las Normas de
Bioética en su 4ta edicion (ONU, 2005).

3.6.  Aspectos de bioseguridad

El personal encargado del procesamiento de las muestras se capacitd e instruyé en las
operaciones relacionadas con este trabajo segun lo dispuesto en el Manual de
Bioseguridad del Laboratorio de Microbiologia de la UEES, en relacion con las buenas

practicas y el uso de equipos de proteccion personal.

Se cumplieron las buenas practicas de laboratorio y todas las medidas de bioseguridad
para el trabajo y la manipulacion de los microorganismos de nivel Il de riesgo,

expuestas en el Manual de Bioseguridad de la OMS (Malkmus, 2006).
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3.7.  Principales limitaciones del estudio

Entre los principales aspectos detectados en el transcurso del trabajo y que pudieron dar

lugar a sesgos en sus resultados se encuentran:

- La inclusiéon de la fiebre como criterio de inclusion de los pacientes, ya que
inicialmente el trabajo se concibio para el estudio del sindrome febril en individuos
seropositivos al VIH ingresados en el Hospital de Infectologia de Guayaquil. No
obstante, este propoésito no fue factible debido a la decision del hospital de obtener
diagnostico micologico a partir Unicamente de pacientes con sindromes
neuroldgicos, refiriendo Unicamente LCR.

- La imposibilidad de poder completar los estudios de los niveles de células CD4+ y
carga viral debido a la insuficiencia de recursos en el hospital para el desarrollo de
estos examenes durante el periodo que comprendid el estudio.

- La no disponibilidad del método de referencia para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria de los antifingicos frente a los aislados

recuperados.
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4. RESULTADOS

4.1. Datos generales de los pacientes objeto de estudio

Durante el periodo de estudio acudieron 2 162 individuos con VIH-sida al Hospital
“Dr. Jos¢ Daniel Rodriguez Mariduena”. El universo quedd constituido por
232 pacientes hospitalizados, de los cuales 110 presentaron sospecha clinica de
sindrome neuroldgico infeccioso. De estos, 15 recibieron tratamiento antimicético
30 dias previos al ingreso, nueve no consintieron en participar en la investigacion, la
muestra fue insuficiente en cuatro y en otro no fue posible completar la ficha de datos.
Después de estas exclusiones la muestra del estudio quedd conformada por 81 pacientes

(anexo 7).

La mayor proporcién de pacientes que conformd la muestra del estudio correspondi6 al
género masculino en edad laboralmente activa (figura 1, tabla 4).

No.
de pacientes B mujeres B hombres

40 I
Rango de edad

20-30 31-40 41-50 51-60 (afios)
Fuente de los datos: Historia clinica de los pacientes

30

20

10

0

Figura 1. Distribucion por genero y edad de los pacientes con VIH y sindrome
neuroldgico infeccioso ingresados en el Hospital “Dr. José Daniel Rodriguez
Mariduefia” entre diciembre 2013-enero 2015 y que conformaron la muestra
del estudio (n = 81).
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Tabla 4. Analisis de la frecuencia y porcentaje de la distribucion segun los rangos de
edades de los pacientes con VIH y sindrome neuroldgico que conformaron la
muestra del estudio (n = 81).

Rango de edades de los

pacientes Frecuencia Porcentaje Porcentaje acumulado
20-29 28 34,6 34,6
30-39 30 37,0 71,6
40-49 15 18,5 90,1
50-59 6 7,4 97,5
>60 2 2,5 100,0
Total 81 100,0

Fuente de los datos: historia clinica de los pacientes
Datos clinicos de los pacientes objeto de estudio al momento del ingreso

La fiebre fue un criterio de inclusién para el estudio, por lo que no consto en el listado
de las variables. Entre las manifestaciones clinicas mas frecuentes estuvieron la pérdida
de peso, la cefalea y los vomitos. Méas de la mitad de los pacientes poseian una escala
de Glasgow de 13-15, es decir se encontraban bien orientados, mas del 60 % no estaba
bajo un régimen de TARVAE y el 44 % presentaban un mes 0 mas de evolucion de sus

manifestaciones neuroldgicas (tabla 5).

En relacion con los parametros de laboratorio, la determinacion de los linfocitos TCD,*
estuvo disponible para 22 de los 81 pacientes. En estos casos, predominaron los valores
< 200 células/uL (15/22). El niimero de leucocitos no mostré ninguna tendencia en
relacién con los grupos establecidos. Sin embargo, la mayoria de los participantes
tenian valores de hematocrito y de hemoglobina por debajo de 35 % y 11 g/dL,

respectivamente (tabla 6).
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Tabla 5. Frecuencia y porcentaje en que se presentaron las manifestaciones clinicas de
los pacientes con VIH y sindrome neurologico que conformaron la muestra

del estudio (n = 81).

Variable Frecuencia Porcentaje (%)
Sintomas clinicos

Cefalea 66 81
Vomitos 54 67
Pérdida de peso 71 88
Adenopatias 24 30
Cambios conductuales 23 28
Trastornos visuales 36 44
Signos meningeos 14 17
Convulsiones 22 27
Déficit motor 26 32
Total 81 100
Escala de Glasgow

13-15 56 69
09-12 16 20
<8 9 11
Total 81 100
Esquema TARVAE

Esquema: Viraday* 18 22
Esquema: Efavirenz** 13 16
Total 31 100
Dias de evolucién

<1 semana 17 21
1-4 semanas 28 35
> 1 mes 36 44
Total 81 100

Fuente de los datos: historia clinica de los pacientes

*Viraday: compuesto genérico de Atripla, que contiene efavirenz, emtricitabina y tenofovir

(Vance et al., 2016)

**Efavirenz: inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo de los nucleésidos
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Tabla 6. Frecuencia y porcentaje en que se presentaron los valores de los parametros
de laboratorio de los pacientes con VIH y sindrome neurologico que
conformaron la muestra del estudio (n = 81).

Variables Frecuencia Porcentaje (%)
Niveles de células CD4 (células/uL)

No reportado 59 72,84
<200 15 18,52
201-499 6 7,41
>500 1 1,23
Total 81 100
Leucocitos (células/ mm?®)

<5000 37 45,68
5 000-10 000 38 46,91
> 10000 6 7,41
Total 81 100
Hemoglobina (g/dL)

<11 45 55,56
11-15 33 40,74
>15 3 3,70
Total 81 100
Hematdocrito (%)

<35 67 82,72
36-42 10 12,35
> 42 4 4,94
Total 81 100

Valores normales de referencia: Niveles de células CD4: >500 células/uL
Leucocitos: > 5000 células/ mm®
Hemoglobina: > 12 g/dL
Hematocrito: > 35 %

Fuente de los datos: historia clinica de los pacientes.

4.2.  Prevalencia de criptococosis en sindrome neuroldgico infeccioso de los
pacientes con VIH ingresados en el Hospital “Dr. José D. Rodriguez Maridueiia”

entre diciembre 2013 y enero 2015

El examen directo con tinta china del LCR de los pacientes seropositivos al VIH
ingresados con sindrome neurolégico en el Hospital de Infectologia durante el periodo
de estudio detecto la presencia de células levaduriformes en 32 muestras para una

frecuencia de 39,51 %. No obstante, s6lo en 27 de ellas se logro la recuperacion del
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agente mediante el cultivo, determinando una prevalencia de 33,33 % de criptococosis
en pacientes con sindrome neurolégico y VIH.

-~ directoy
- cultivo
. positivos
E oo

M _: Pacientes con examen directo
e g | positivo y cultivo negativo
g (5)

Figura 2. Proporcion de pacientes incluidos en el estudio con sospecha clinica de
sindrome neuroldgico infeccioso y con diagndstico de neurocriptococosis
mediante examen directo y cultivo micoldgico.

Todos los aislados hidrolizaron la urea y Unicamente produjeron blastoconidias en agar
harina de maiz con Tween 80. La identificacion mediante el método comercial
API® 20C AUX (bioMérieux SA, 2007) y el crecimiento en el medio CGB mostré el
predominio de la especie C. neoformans, pues 21 aislados de los 27 mostraron cédigos
compatibles con esta identificacion. Los resultados de los seis aislados restantes
resultaron incongruentes; no obstante, la reidentificacion de los mismos mediante
espectrometria de masa permitié confirmar que estos correspondian a la misma especie

antes mencionada.

El 100% de los aislados correspondieron a individuos del género masculino de los

cuales el 70 % contaban entre 20 y 30 afios de edad.

4.3. Datos clinicos de los pacientes del estudio con neurocriptococosis

En este punto es prudente reiterar que la fiebre se consideré como criterio de inclusion
en el presente estudio, por lo que no consta entre las variables analizadas en este aparte.
Por su parte, la pérdida de peso, los vomitos y la cefalea, en orden decreciente, fueron
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las manifestaciones predominantes, en tanto el déficit motor y los signos meningeos

fueron los menos frecuentes. En relacién con los dias de evolucién no se demostrd

predominio significativo (tabla 7).

Tabla 7. Anélisis estadistico de las variables clinicas estudiadas en los 27 pacientes con
neurocriptococosis que ingresaron en el Hospital “Dr. José D. Rodriguez
Mariduefia” entre diciembre 2013 y enero 2015.

Variables ~ Ausencia Presencia Analisis estadistico

clinicas n (%) n (%) Chi-cuadrado 2-colasp RP

Cambios 22 (81,5) 5(18,5) Sin correccion 1,943 0,163
conductuales Mantel-Haenszel 1,919 0,166 0,56

Con correccion (Yates) 1,2827 0,257

Vomitos 4(14,8) 23(85,2) Sin correccion 6,25 0,012
Mantel-Haenszel 6,1728 0,013 1,48

Con correccion (Yates) 5,0625 0,024

Trastornos 17 (63) 10 (37) Sin correccion 0,9 0,343
visuales Mantel-Haenszel ~ 0,8889 0,346 0,77

Con correccion (Yates) 0,5063 0,477

Cefalea 6(22,2) 21(77,8) Sin correccion 0,3682 0,544
Mantel-Haenszel 0,3636 0,546 0,93

Con correccion (Yates) 0,092 0,762

Signos 23(85,2) 4(14,8) Sin correccion 0,1727 0,678
meningeos Mantel-Haenszel ~ 0,1706 0,68 0,80

Con correccion (Yates) 0,0108 0,917

Convulsiones 22 (81,5) 5 (18,5) Sin correccion 1,529 0,216
Mantel-Haenszel 1,51 0,219 0,59

Con correccion (Yates) 0,944 0,331

Pérdida de 3(11,1) 24(88)9) Sin correccion 0,057 0,811
peso Mantel-Haenszel 0,056 0,812 1,02

Con correccion (Yates) 0 1

Adenopatias 18 (66,7) 9 (33,3) Sin correccion 0,2664 0,606
Mantel-Haenszel 0,2632 0,608 1,20

Con correccion (Yates) 0,0666 0,796

Déficit motor 23 (85,2) 4 (14,8) Sin correccion 5,551 0,018
Mantel-Haenszel 5,483 0,019 0,36

Con correccion (Yates) 4,425 0,035

<lsemanade 7 (26%) 20 (74%) Sin correccion 0,5956  0,4403
evolucion Mantel-Haenszel 05882 0,431 0,93

Con correccion (Yates) 0,2327 0,6296

1-4semanas 10 (37%) 17 (63%) Sin correccion 0,1092 0,741
de evolucion Mantel-Haenszel ~ 0,1078  0,7426 1,33

Con correccion (Yates) 0,0068 0,9342
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>5semanas 10 (37%) 17 (63%) Sin correccion 0,9 0,3428

de evolucion Mantel-Haenszel ~ 0,8889 0,3458 1,33
Con correccion (Yates) 0,5063 0,4768

RP: Razdn de prevalencia

Fuente de los datos: historia clinica de los pacientes y encuestas.

Respecto a los parametros hematologicos, no se contd con los resultados de conteo de
células TCD4" en 19 de los 27 pacientes con criptococosis; no obstante, en los
disponibles se obtuvieron valores de linfocitos TCD," < 200 células/uL. Los
parametros restantes evidenciaron que mas de la mitad de los pacientes presentaban

alteracion en la serie eritrocitica (hematocrito y hemoglobina) (tabla 8).

Tabla 8. Andlisis estadistico de las variables hematologicas estudiadas en los 27
pacientes con neurocriptococosis ingresados en el Hospital “Dr. José D.
Rodriguez Mariduefia” entre diciembre de 2013 y enero de 2015.

Variables hematoldgicas n (%) Andlisis estadistico
Leucocitos (células/mm?)
<5000 6 (22,2) Chi cuadrado 10 102
5000 — 10 000 17 (62,96) df 2
> 10 000 4 (14,81) Probabilidad 0,006
Hemoglobina (g/dL)
<11 14 (51,85) Chi cuadrado 0,236
11-15 12 (44,44) df 2
> 15 1(3,70) Probabilidad 0,888
Hematocrito (%)
<35 19 (70,37) Chi cuadrado 1,285
35-40 4 (14,81) df 2
> 40 4 (14,81) Probabilidad 0,525
Niveles de células CD4 (células/uL)
No reportado 19 (70%) Chi cuadrado: 0,000
Probabilidad: 0,000
<200 7 (26%) Chi cuadrado: 1,4727
Probabilidad: 0,2249
201-499 1 (4%) Chi cuadrado: 0,81
Probabilidad: 0,3681
>500 - Chi cuadrado: 0,000

Probabilidad: 0,000

Fuente de los datos: historia clinica de los pacientes
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Al hacer el andlisis estadistico de asociacion para determinar las caracteristicas clinicas
y hematoldgicas relacionadas con la presencia de la infeccién criptococosica, se obtuvo
asociacion significativa entre la presencia de vomitos, déficit motor y valores normales

de leucocitos (valores de p < 0,05).

4.4. Patrones de susceptibilidad de los aislados de C. neoformans recuperados

frente a los antifingicos de primera linea del tratamiento

Todos los aislados identificados fueron sensibles a la flucitosina y a la anfotericina B,
en tanto que la mayor parte de los mismos (25/27) no se inhibieron con el fluconazol a
concentraciones por debajo de 4 pg/mL. Estos ultimos aislados fueron revaluados
mediante el sistema comercial Sensititre Yeast One (Thermo Scientific, USA) a través
del cual se confirmaron los resultados previos. En la figura 3 se presenta la frecuencia
acumulada de la CIM, sus valores minimos y méaximos, los promedios, la media

geomeétrica, asi como la CIMsq y ClMg para cada antifingico.

45. Serotipo y tipo de apareamiento de los aislados de Cryptococcus

recuperados de las muestras clinicas

La caracterizacion molecular de los 27 aislados recuperados de LCR demostr6é que 24
de ellos pertenecieron al serotipo A, al tipo de apareamiento MATa. y al genotipo VNI.
En los tres restantes aislados no se logré la amplificacion del fragmento URAS, lo que

imposibilitd la determinacidn de esas caracteristicas.

En la figura 4 se muestra la imagen de una corrida electroforética en la que se visualiza

la amplificacion de fragmentos de 1 200 pb correspondientes con MAT Aa.
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Figura 3. Distribucién de los valores acumulativos de CIM para el fluconazol, la flucitosina y la anfotericina B frente a los 27 aislados de
Cryptococcus recuperados del LCR de los pacientes incluidos en el estudio. Los valores de CIMs, se destacan con un asterisco en la

barra correspondiente a cada antifingico.



Figura 4. Corrida electroforética a 100 V durante una hora en gel de agarosa al 2 % de los
fragmentos amplificados mediante PCR multiple. Las columnas nombradas 47, 48,
52, 53 y 55 corresponden a las muestras con estas identificaciones y muestran el
amplicon de 1 200 pb correspondiente a MATAa. Los dos ultimos pocillos
corresponden al control negativo y al marcador de peso molecular segln se indica en
la figura. En el extremo inferior derecho también se declaran los cebadores

MARCADOR DE
PESO
MOLECULAR

CONTROL
54 55 NEGATIVO

1500 pb

1000 pb

18-8-15
CEBADOR 7264/7265
CEBADOR 727317275

empleados vy la fecha de realizacién de la corrida.

4.6.  Aislamiento de Cryptococcus en muestras ambientales

Para cumplimentar este objetivo se estudiaron 18 de los 60 arboles adultos ubicados en
zonas aledarfias al hospital que mostraron ranuras profundas u oquedades evidentes. Los

mismos correspondieron a cuatro especies: Ficus benjamina (10), Samanea saman (4),

Senna siamea (3) y Pseudosamanea guachapele (1) (figura 5).

Se colectaron un total de 40 muestras: 22 correspondieron a cavidades u oquedades y
18 a ranuras, en una distribucién como se describe en la tabla 9. Al aplicar los métodos
de aislamiento e identificacion utilizados en el presente estudio no se obtuvieron

colonias de aspecto levaduriforme compatibles con las caracteristicas macroscopicas de

C. neoformans/C. gattii en las muestras obtenidas.

Tabla 9. Distribucidn de muestras ambientales en relacion a especie estudiada.

Especies

Cantidad de cavidades

Cantidad de ranuras

Ficus benjamina

Samanea saman

Senna siamea
Pseudosamanea guachapele

13

N W b~

47
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Senna siammea

Figura 5. Imagenes de las principales especies de arboles presentes en los alrededores
del Hospital de Infectologia de Guayaquil, Ecuador y que fueron
muestreados en el marco del estudio de los aspectos clinicos,
microbiol6gicos y medioambientales de la neurocriptococosis en pacientes
con VIH-sida en Guayaquil. Diciembre 2013 - enero 2015.
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5. DISCUSION

C. neoformans es un hongo oportunista que afecta con frecuencia a los individuos
infectados por el VIH tipo 1 (VIH-1) (Cogliati, 2013; Mazuelos y Garcia, 2010). La
utilizacién masiva de la TARVAE reduce la frecuencia de esta micosis sistémica, al
tiempo que provoca cambios significativos en las manifestaciones clinicas y en los
resultados de las pruebas de diagndstico de laboratorio (Mazuelos y Garcia, 2010). Los
trabajos consultados, muestran porcentajes variables que oscilan desde 2 % en Europa
Occidental y Estados Unidos (Hasimoto e Souza et al., 2013) hasta 91% en Sudéfrica
(Mwaba et al., 2001). Al estimar el comportamiento de esta neuroinfeccion en el mundo
en pacientes con VIH, Park y cols., en 2009 establecen una proyeccion de 957 900

casos al afio, con una prevalencia mundial de 0,04 a 12 % (Park et al., 2009).

Los antecedentes de estudios relacionados con la criptococosis en Ecuador son escasos
y los existentes se limitan a la descripcion parcial del problema. En el propio hospital de
Infectologia donde se desarroll6 la presente investigacion existen dos trabajos previos.
El primero fue publicado y se basa en la utilidad del examen directo de muestras de
orina con tinta china; los datos aportados se obtienen a partir de la revision de las
historias clinicas de los pacientes y tiene en cuenta su diagnostico al egreso (Chiang
etal., 2011). Entre sus principales limitantes se encuentran 1) el empleo de la orina
como muestra, ya que la ideal para el diagndstico de neurocriptococosis es el LCR, 2) el
diagndstico basado solo en el examen directo, el cual puede ofrecer resultados tanto
falsos positivos como negativos y 3) no contempla aspectos relevantes tales como el
aislamiento e identificacion de Cryptococcus, la susceptibilidad del agente a los
antifangicos y el cuadro clinico asociado, entre otros. El segundo es una tesis de
pregrado la cual se propone la descripcion de algunas de las comorbilidades infecciosas
en los pacientes con sida, incluyendo la criptococosis, pero sus datos son incongruentes
e inexactos y solo esté disponible en la biblioteca de la facultad de medicina (Tircio y
Vallejo, 2014).
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También existen publicaciones aisladas sobre casos de criptococosis en pacientes con
VIH o no; sin embargo, estos se limitan a la descripcién clinica de cada evento
particular (Jarrin et al., 2012; Khawcharoenporn, Apisarnthanarak, Kiratisin, Mundy, y
Bailey, 2006; Paul y Cardona, 2008; Paz, 2014).

La falta de estudios sobre la criptococosis y su agente causal en Ecuador realizados de
forma sistemética y que se encuentren disponibles, hace que los conocimientos sobre la
tematica sean pocos e imprecisos. De hecho, en los mapas publicados que reflejan los
analisis globales, este pais es uno de los pocos de América para el que no se ubica dato
alguno (Cogliati, 2013; Meyer et al., 2003).

El presente trabajo pretende dar respuesta a algunas de las interrogantes existentes en

torno a esta entidad en Guayaquil, Ecuador.

5.1. Caracterizacion demografica del universo de estudio.

La caracterizacion demografica de los participantes del estudio, demostré concordancia
con investigaciones previas que demuestran que la mayor parte de los individuos
corresponden al género masculino y al grupo etario entre 20-40 afios. Esto reafirma las
evidencias anteriores sobre el riesgo de exposicion en este grupo poblacional
(Armstrong-James etal., 2014; Lizarazo etal., 2007). En el Ecuador el género
masculino y el grupo etario entre los 20-40 afios es el mas afectado por el VIH-sida
(MSP, 2011); ademas esta bien documentada la exposicion social y laboral de este
grupo (poblacién econémicamente activa) a la infeccion por el virus (INEC, 2012).

5.2. Prevalencia de neurocriptococosis en pacientes seropositivos al VIH y sus

principales caracteristicas demograficas.

Estimar la carga nacional, regional o mundial de la neurocriptococosis es crucial para la
guia de las intervenciones estratégicas e identificar las necesidades de los recursos para

el diagndstico y el manejo adecuado de los pacientes.

En 2008 se publico el primer estimado de la incidencia mundial de criptococosis (cerca
de un millén de casos anuales). Este se basd en las cohortes publicadas durante el
periodo preTARVAE (Park et al., 2009). Con posterioridad, la introduccion de esta

terapia descontd un 39 % de la mortalidad en los pacientes con VIH. A partir de
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entonces aparecié un numero creciente de publicaciones sobre la prevalencia de la
antigenemia criptococosica y se demuestra la importancia de esta como precursor de la
meningitis sintomatica y la muerte por esta micosis. De forma adicional, se dieron a
conocer estudios retrospectivos de Sudafrica, Brasil, Ecuador, Nigeria, Tanzania,
Kenia, Vietnam, Tailandia y EUA que describen la carga de la criptococosis en cada
uno de estos paises. Esto permitié actualizar el estimado global de la prevalencia entre
los pacientes con VIH y conteos de linfocitos TCD," < 100 células/pL en 6 %, el cual

puede alcanzar hasta el 73% en Africa Subsahariana (Rajasingham et al., 2017).

El presente estudio demostro una prevalencia superior a la descrita en la mayoria de los
estudios realizados en la region. El resultado mas cercano es el publicado por Bruno y
cols. Este exhibe una prevalencia de 35,71 % en 198 pacientes de Uruguay entre 2008-
2011. Dicho trabajo corresponde a la revision retrospectiva de fichas clinicas de
pacientes con VIH, con el objetivo de conocer las complicaciones neuroldgicas mas
frecuentes en ese grupo de individuos. Los autores demuestran que los sintomas
clinicos mas frecuentes son los neuroldgicos como rigidez de nuca, cefalea intensa,
hiperalgesia, fiebre, incoordinacion de movimientos, entre otros (Bruno, Laborde, Broli,
Pérez, y Dufrechou, 2013).

Los valores mas altos son los informados por Lizarazo y cols., quienes describen que la
neurocriptococosis es la coinfeccion mas frecuente en los pacientes con VIH
(prevalencia de 95,7 %). Su investigacion incluye 891 casos de 76 centros hospitalarios
en Colombia entre 1997 — 2005 (Lizarazo et al., 2007).

Autores de otras partes del mundo declaran cifras inferiores. En la India, Suryawanshi y
cols., realizaron un estudio prospectivo donde determinan las causas fungicas de la
meningitis durante enero a diciembre de 2008. EI mismo enrola a 347 pacientes y
detecta una incidencia de 8,23 %; de los 49 individuos con diagnéstico de criptococosis,
47 son seropositivos al VIH para una incidencia de 13,54 % (Suryawanshi, Koticha, y
Rajiv, 2012). Otros trabajos del mismo pais con cohortes similares de pacientes reflejan
incidencias inferiores a la mencionada con anterioridad (2,48 - 2,09 %) (Jaiswal,
Hemwani, Sharma, Athale, y Chitnis, 2002; Lakshmi, Sudha, Teja, y Umabala, 2007).

El presente estudio identificO una mayor asociacion de la coinfeccion VIH vy

Cryptococcus en el sexo masculino, asi como en las edades comprendidas entre 20 y
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30 afos. Dicha asociacion es una constante en los diferentes trabajos internacionales
revisados. Por ejemplo, en Latinoamérica el de Lizarazo y cols., y el de Bruno y cols. El
primero revela que 82,7 % de los 931 pacientes en Colombia son varones, con edades
entre los 20 y 39 afios (Lizarazo et al., 2007). El segundo demuestra que, de los 43
pacientes estudiados en Uruguay, 32 (74,4 %) son del género masculino, con una edad
promedio de 39,1 afios (rango de 21 — 69 afios) (Bruno et al., 2013). En otros paises
como Espafia, Colom vy cols., establecen para el periodo 1998 — 1999, que de 167
centros hospitalarios, 28 documentan 58 casos de criptococosis y 20 de ellos 43 casos;
en general el 88,4 % pertenecen al género masculino y mas del 50 % tienen entre 30 y
40 afos (Colom et al., 2001).

Estas cifras pueden estar influenciadas por el comportamiento epidemiologico de la
infeccion por el VIH en cada pais o region (MSP, 2011). Como se conoce, la infeccion
criptococosica esta condicionada en buena medida, por el deterioro de los linfocitos
TCD,", un estado comun en los pacientes con sida, el cual ademas, es mas frecuente en

los hombres en edad sexual activa (Hubalek, 2003).

No obstante, esta bien documentada la importancia de los factores hormonales en el
desarrollo de la infeccién criptococosica. Mediante estudios experimentales se
comprueba que los ratones machos son mas sensibles a la infecciébn con
C. neoformans/C. gattii (Marquis, Montplaisir, Pelletier, Mousseau, y Auger, 1985).
Los ensayos de laboratorio sustentan los resultados anteriores al demostrar que la
presencia de dietilestilbestrol inhibe el crecimiento in vitro de esta levadura (Bonifaz,
2012).

Existen trabajos que notifican la infeccion con Cryptococcus en las edades extremas de
la vida; no obstante, la mayoria de los pacientes con criptococosis descritos se
encuentran entre los 20 y 60 afios de edad. Este hallazgo pudiera relacionarse con una
mayor exposicion de los adultos en edad laboral y socialmente activa durante sus
practicas cotidianas a Cryptococcus, saprobidtico de amplia distribucion en la
naturaleza (Mwaba et al., 2001).

Aunque se acepta que la principal fuente de infeccion para el hombre son las excretas
de aves, sobre todo de las palomas, cada vez son mas frecuentes las publicaciones sobre

nuevas evidencias de su presencia en los sustratos mas disimiles (Kidd et al., 2007).
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Esto favorece el contacto del hombre con este patdgeno oportunista y el posterior
desarrollo del cuadro clinico cuando se rompe el equilibrio entre los factores de la
inmunidad del individuo y los de patogenicidad del agente (Bowen etal., 2016;
Colombo y Rodrigues, 2015; Kwon-Chung et al., 2011).

5.3. Caracteristicas clinicas y principales parametros hematoldgicos de los

individuos seropositivos al VIH con neurocriptococosis.

El primer caso de criptococosis fue notificado en 1894 por el patélogo Otto Busse y el
clinico Buschke, quienes identifican la presencia de levaduras capsuladas como la causa
de un granulona en la tibia de una mujer de 31 afios de edad (Fonseca etal., 2011).
Desde entonces y hasta el inicio de la epidemia global de la infeccién por el VIH, se
describe que esta micosis se asocia al uso prolongado de terapias inmunosupresoras, al
trasplante de drganos solidos, las enfermedades malignas, los defectos inmunolégicos
congénitos, la sarcoidosis, asi como al fallo renal y hepatico avanzado,
fundamentalmente (Meya, Rajasingham, Nalintya, Tenforde, y Jarvis, 2015). Sin
embargo, la criptococosis solo se reconoce como una amenaza importante para la vida a
partir de la década de 1980. En la actualidad, su diagndstico se considera una medida de
la eficacia de los programas de control de la infeccion por el VIH y permanece como un

tema de maxima prioridad (Rajasingham et al., 2017).

Cryptococcus puede afectar cualquier parte de la economia, e incluso diseminarse a
maltiples 6rganos, de lo cual depende, entre otros factores, sus manifestaciones clinicas.
No obstante, es ampliamente conocido su tropismo por el SNC, en virtud de lo cual
entre el 70 y el 90 % de los pacientes desarrollan meningitis o meningoencefalitis
aguda, subaguda o cronica con tasas elevadas de mortalidad (Baradkar, Mathur, De,
Kumar, y Rathi, 2009). Su diagnostico depende en buena medida del indice de sospecha
ya gue en ocasiones su presentacion puede estar enmascarada por las patologias de base
y el uso de diversos tratamientos, incluyendo la TARVAE. En adicion, la infeccién
asintomatica demostrada mediante la deteccion de antigeno criptococésico en suero, es
un factor a tener en cuenta ya que aproximadamente el 11 % (hasta el 21 % en Africa
Subsahariana) de los pacientes asintomaticos virgenes de TARVAE desarrollan cuadro

clinico con desenlace fatal (Meya et al., 2015).
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El presente estudio demostrd que las manifestaciones clinicas méas frecuentes en los
pacientes que conformaron la muestra fueron la pérdida de peso, los vémitos y la
cefalea, segun el orden de frecuencia detectado. De igual forma, la evolucion fue de
mas de un mes, situacion que difiere de reportes en la literatura (Satishchandra et al.,
2007).

Todos los pacientes incluidos en el estudio presentaron fiebre, pues la misma constituyo

un criterio de inclusion.

Previamente, varios estudios han evidenciado la relacién entre la presencia de fiebre y
la neurocriptococosis, Méas de la mitad de los casos de las series publicadas exhiben o
no IRIS. (Antinori, 2013; Shelburne et al., 2005; R. Wang et al., 2017). Ademas existen
amplios estudios a nivel inmunoldgico, en busca de los marcadores bioldgicos
relacionados con la generacion de la fiebre en este grupo de pacientes especificamente,
en los que se ha determinado el incremento en las concentraciones de las citoquinas
IL-6, IL-8, IFNy y MCP-1 (proteina quimioatrayente 1 de monocitos) a nivel de LCR.
(Jarvis et al., 2015).

La presencia de la triada clinica cefalea, fiebre y vomitos se describe en la literatura
como manifestaciones casi constantes de la neurocriptococosis (Satishchandra et al.,
2007). De estos, la cefalea es el sintoma descrito con mayor frecuencia (90 — 100 %)
(Baradkar et al., 2009; Kumar et al., 2008). Esto puede diferir de una poblacion a otra;
asi por ejemplo, en el trabajo de Chipungo y cols., predomina el vomito con cifras de
68,6 % (Chipungu et al., 2015), en tanto que en el de Lizarazo, la cefalea (85,2 %),
seguido de las nauseas y los vomitos (59,1 % para cada uno). En este altimo trabajo, la
fiebre (59%) y otras manifestaciones clinicas resultan menos frecuentes (Lizarazo et al.,
2007). De otra parte, las investigaciones realizadas en Espafia por Colom y cols.,
demuestran que los sintomas mas relevantes en la serie de pacientes incluidos en su
estudio son la cefalea y la fiebre, relegando a las nauseas y los vomitos (Colom et al.,
2001).

El hallazgo de pérdida de peso como manifestaciébn mas frecuente en la cohorte de
pacientes incluidos en el presente trabajo, difiere de los resultados descritos por otros
autores. En particular, en la muestra estudiada en este caso, menos de la mitad de los

pacientes estuvo sometida a la TARVAE, como se discute mas adelante. Esto pudo

55



favorecer el sindrome de desgaste que suelen presentar los pacientes con sida (Mangili,
Murman, Zampini, y Wanke, 2006) y en consecuencia la pérdida de peso.

Acorde con la literatura consultada, las alteraciones del sensorio y las convulsiones son
frecuentes en estos pacientes (Holikatti y Kar, 2012). No obstante, en el presente
trabajo, el déficit motor, los signos meningeos y las convulsiones tuvieron una menor
relevancia; esto puede estar en relacion con la presentacion de casos con
manifestaciones clinicas inespecificas previamente documentada (Mangili et al., 2006;
Meya etal.,, 2015). Estas variaciones pueden atribuirse, entre los factores mas
importantes a: i) el momento en que se realiza el diagnostico teniendo en cuenta la
duracién del cuadro clinico (1 - 120 dias), ii) la administracion de TARVAE u otros
tratamientos y iii) la presencia de afecciones concomitantes ademas del sida que dan

lugar a diversas combinaciones de sintomas y signos (Satishchandra et al., 2007).

El analisis estadistico permitio determinar que la presencia de vomitos y déficit motor
se asoci6 de forma significativa a la presencia de la coinfeccion del VIH y
Cryptococcus en este grupo de pacientes. Colombo y Rodrigues (2015), demuestran que
los desdrdenes neuroldgicos ocasionados por la levadura se asocian a mortalidad
elevada. Sin embargo, los estudios basicos dedicados a demostrar la patogénesis de este
fendmeno son escasos. Hasta el momento, solo se conoce el papel de unos pocos
factores que influyen en el neurotropismo de Cryptococcus, entre los que se describen
la presencia compuestos fendlicos en el SCN. Estas sustancias estan involucradas en la
regulacién de la actividad motora, en los procesos cognitivos y motivacionales, asi
como en los mecanismos de defensa, lo que pudiera explicar algunas de las
manifestaciones de la infeccion. Estas sustancias se encuentran en mayor concentracion
en diferentes areas tales como el putamen, los nucleos caudados y la sustancia gris, las
cuales son afectadas primariamente por C. neoformans (Colombo y Rodrigues, 2015;

May, Stone, Wiesner, Bicanic, y Nielsen, 2016).

Los niveles de celulas T CD4+ y las alteraciones hematologicas correspondientes a
anemia, indica que el estado general de los participantes estd comprometido lo cual

favorece el desarrollo de otras infecciones.

Las alteraciones de los pardmetros hematoldgicos se consideran un factor de mal

prondstico (Xu et al., 2013). En el presente estudio, ademas de las manifestaciones
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clinicas, estos se evaluaron para determinar el estado general e inmunoldgico de cada
paciente. Segun se reflejo en los resultados, a un alto porcentaje de los pacientes no se
le determino los niveles de linfocitos T CD4"; esto impidi6 hacer inferencias acerca de
éste parametro. Tanto los linfocitos T CD," como CDg" tributan a la inmunidad celular,
primera linea de defensa de la inmunidad adaptativa en el aclaramiento de
Cryptococcus de los tejidos y la evolucion satisfactoria de los pacientes. En
contraposicion, el deterioro de esta linea celular durante la infeccion con el VIH, es
considerado un marcador de progresion al sida y contribuye a elevar la morbimortalidad
durante la coinfeccién, en especial cuando los conteos se encuentran por debajo de
100 células/mm? (Eisenman, Casadevall, y McClelland, 2007).

La mayor parte de los pacientes con neurocriptococosis y VIH presentaron alteraciones
hematoldgicas compatibles con anemia, no obstante, ese mismo grupo de pacientes
presentd cantidades de leucocitos dentro de los rangos normales. Esto a su vez,
constituyen per se alteraciones inespecificas, que si bien pudieran contribuir a explicar
en parte las manifestaciones generales del proceso infeccioso, no brindan indicios de

causalidad o focalizacion del mismo.

En general, la sintomatologia de inicio de la neurocriptococosis puede ser discreta e
inespecifica, por lo que se requiere de un alto indice de sospecha para establecer un
diagndstico oportuno y certero. La presencia de la triada de cefalea, fiebre y vomitos,
acompafiados de pérdida de peso, con o sin signos meningeos en individuos
seropositivos al VIH, deben ser criterios de alerta para realizar una evaluacion
diagnostica de los pacientes con sospecha de esta micosis, en especial si se observa un
deterioro de los parametros hematologicos. Durante el analisis también deben tenerse en
cuenta la presencia de otras enfermedades asociadas. Del diagnéstico temprano vy el
tratamiento consecuente oportuno y especifico, dependera en gran medida la evolucién

de los pacientes con neurocriptococosis.

5.4.  Aislamiento e identificacion del agente causal

La observacion de las muestras con tinta china en busca de levaduras capsuladas es una
de las herramientas mas empleadas para el diagndstico rapido de la criptococosis por su
elevada especificidad, rapidez, sencillez y bajo costo (Cogliati, 2013). No obstante, su

sensibilidad depende de multiples factores tales como la pericia del observador, la
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calidad del reactivo empleado, el modo de preparacion de la ldmina y especialmente de
aquellos dependientes del agente, ya que en ocasiones las levaduras muestran
morfologias atipicas que dificultan su identificacién o se encuentran en cantidades por
debajo del limite de deteccién de la técnica (103-10* levaduras/mL) (Bonifaz, 2012;
Perfect y Bicanic, 2015). Estos factores, especialmente el Gltimo, pudieron incidir en los
posibles falsos negativos del presente estudio. Es asi, que en una serie de pacientes con
sindrome neuroldgico en el mismo hospital se reportd una concordancia del 95 % de la

tinta china con el aislamiento por cultivo (Barcia y Sanchez, 2016; Chen et al., 2016).

Amén de los valores de sensibilidad/especificidad intrinsecos a cada método, en virtud
de lo cual algunas muestras exhiben resultados falsos negativos por al menos uno de
ellos, el cultivo de la muestra se considera la prueba confirmatoria tal como sucede en
la generalidad de las enfermedades infecciosas (Kwon-Chung et al., 2011; Perfect y
Bicanic, 2015). EI mismo permite no solo demostrar la viabilidad del agente causal,
sino su identificacion segun el género, la especie, el serotipo, el tipo de apareamiento,
asi como la variedad genética, la susceptibilidad in vitro a los antifangicos, la presencia
de atributos de patogenicidad y la relacion genética entre los diferentes aislados. Estos

aspectos cobran cada vez mayor relevancia clinica y epidemioldgica.

La limitante principal del cultivo estd dada por el tiempo requerido para obtener los
resultados, lo cual conspira con la inmediatez necesaria para la definicion del
tratamiento en estos casos (Bonifaz, 2012). Ademéas de esto, se conoce que su
sensibilidad esta influenciada por factores tales como: i) la administracion previa de
tratamientos antifungicos; ii) la representatividad de la muestra segun el proceso
infeccioso; iii) el volumen de la misma por cuanto Boulware et al., 2014 demuestran
que la carga minima detectable de C. neoformans varia de 100 a 10 UFC/mL cuando se
inoculan 10 y 100 puL de LCR respectivamente; iv) las condiciones especificas de
transporte y conservacion segun el tipo de muestra y el microorganismo y
v) la seleccion de los medios de cultivo y las condiciones de incubacion (Arenas, 2014;
Bonifaz, 2012).

En esta investigacion, la administracion de antifingicos hasta un mes antes de la toma
de la muestra constituyd una limitante para formar parte de la misma. De forma

adicional, ninguna de las muestras con resultados contradictorios provenia de pacientes
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bajo régimen de tratamiento antirretroviral; sin embargo, no se previé en el disefio de la
encuesta, la administracion de sustancias que pudieran afectar en algun grado la
viabilidad de las levaduras. La representatividad de la muestra, asi como su cantidad
estuvieron garantizadas pues para el diagnostico de encefalitis/meningoencefalitis, la
muestra ideal es el LCR y entre los criterios de inclusién se tuvo en cuenta su volumen
(> 3mL) y calidad. No obstante, en casos de baja celularidad, pudiera correrse el riesgo
de que el volumen inoculado, aun cuando sea el recomendado, no contenga el nimero
de levaduras necesarias para su deteccion; esto es valido, en especial si antes de la
siembra se utiliza parte del sedimento para realizar el examen directo, tal como
recomienda la literatura clasica sobre el tema (Arenas, 2014; Bonifaz, 2012). Aunque se
previeron las medidas pertinentes para el procesamiento de las muestras, fue preciso su
traslado del Hospital al laboratorio de micologia de la UEES, periodo durante el cual
(mé&ximo 120 minutos) pudo afectarse la viabilidad de las levaduras. Estas razones
pudieran considerarse como posibles explicaciones a la discordancia entre ambos
métodos. El conocimiento exhaustivo de las limitaciones de las técnicas disponibles y la
combinacion de tantas como sea posible, pudiera mejorar la sensibilidad general del
diagnostico de la criptococosis. En general, estas fortalezas y limitaciones deben tenerse

en consideracion durante la planeacion de otros trabajos en el futuro.

En la actualidad existen métodos con sensibilidad y especificidad cercanas al 100 %
tales como la deteccion de ADN mediante pruebas de biologia molecular y de antigeno
por inmunocromatografia (Graciele-Melo, Rocha-Silva, Christo Paulo, y Caligiorne
Rachel, 2016; Hansen etal., 2013). Esta ultima no requiere de equipamientos
adicionales para la conservacion del diagnosticador o el desarrollo de la técnica, ni
personal altamente calificado, ofrece resultados en solo 10 minutos, es simple de
realizar y reconoce todos los serotipos del complejo de especies. Dadas estas ventajas la
OMS la recomienda como prueba de campo para el diagndstico precoz de infeccion por
C. neoformas/C. gattii (Boulware et al., 2014; Hansen et al., 2013; Vidal y Boulware,
2015). No obstante su precio hace que no esté accesible en todos los lugares donde se
necesita y hasta el momento no se encuentra disponible en el Hospital de Infectologia
de Guayaquil. En consonancia con esto, tampoco estuvo disponible la deteccion de
ADN especifico a partir de las muestras clinicas, por ser pruebas costosas y requerir

condiciones adicionales (Graciele-Melo et al., 2016).
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Para la identificacion de las levaduras también existen varios métodos, en su mayoria
basados en las propiedades fisiolégicas de cada género y especie. Algunos como el
API® 20C AUX (bioMérieux SA, 2007), se encuentran difundidos en los laboratorios
de micologia por las bondades que reune y por lo cual se decidié su empleo en el
presente estudio. Otros como el MALDI-TOF, ganan cada vez mayor popularidad por
su elevada sensibilidad, especificidad y rapidez en la obtencidn de resultados. Estos
factores son determinantes en la instauracion de terapias oportunas y especificas, pero
al igual que la deteccion de Ag por inmunocromatrografia y de ADN por PCR, su
precio limita la generalizacion de su uso. En el presente estudio, el compendio de
pruebas empleadas, tanto convencionales como comerciales, permitié identificar a

todos los aislados recuperados a partir de LCR como C. neoformans.

C. neoformans se encuentra distribuido de forma amplia en el globo terrdqueo y afecta
fundamentalmente a los pacientes inmunocomprometidos (Cogliati, 2013; Meyer et al.,
2003). Dado que el presente trabajo tuvo como universo a los pacientes seropositivos al
VIH que asistieron al Hospital de Infectologia de Guayaquil durante un periodo
determinado, las probabilidades de recuperar esta Ultima especie se correspondié con lo
publicado en la literatura internacional. Otros paises de la region describen el
aislamiento de C. gattii tanto a partir de muestras ambientales como clinicas; sin
embargo, estas Ultimas suelen corresponder con pacientes seronegativos al VIH

(Casadevall, Freij, Hann-Soden, y Taylor, 2017; Firacative et al., 2016).

Como se menciona a lo largo del documento, el presente estudio es el primero en
abordar de forma integral la criptococosis en el contexto de la infeccion por el VIH en
Ecuador. Sus resultados contribuyen a las bases tedricas sobre el tema especifico y

aporta nuevas evidencias a las ya conocidas tanto en Latinoamérica como en el mundo.
5.5. Caracterizacion genetica de los aislados recuperados

La caracterizacion de los aislados puede ser de gran utilidad en el manejo de los
pacientes afectados por criptococosis. Por ejemplo, en la actualidad se conoce la
repercusion clinica de la infeccion por el tipo MATa, el cual presenta una mayor
tendencia a la diseminacién meningea (La Hoz y Pappas, 2013). Por su parte, la
identificacion del genotipo puede permitir predecir la evolucion del cuadro clinico y la

respuesta terapéutica. Esto estd en funcién de la hipervirulencia de alguno de ellos y las
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diferencias de los valores de corte en cada caso para los antifungicos mas importantes
(Espinel-Ingroff, Aller, et al., 2012; Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012).

Aunque la mayoria de los laboratorios no aplican los métodos moleculares al
diagnostico de rutina, estos se emplean para la deteccién de secuencias genéticas
especificas del complejo C. neoformans, tanto a partir de las muestras clinicas como de
los cultivos (Bovers et al., 2008; Wengenack y Binnicker, 2009). Estas herramientas
permiten la identificacion de las especies del complejo C. neoformans/C. gattii y
aportan resultados mas completos que el diagnostico convencional. Esto contribuye a
una mejor comprension de la epidemiologia e historia natural de la criptococosis
(Arvanitis et al., 2014, Firacative et al., 2012).

Uno de los métodos méas empleados es el RFLP, basado en el analisis del polimorfismo
de un fragmento amplificado y digerido posteriormente con endonucleasas, en este caso
Sau96l y Hhal. Los estudios de epidemiologia molecular demuestran que esta técnica
se puede aplicar al diagndéstico de casos especificos y para la deteccion rapida de los
serotipos y los tipos moleculares del complejo C. neoformans (Kidd etal., 2007,
Wieland Meyer etal., 2003). No obstante, la misma presenta entre sus principales
limitaciones, ademas de la compleja interpretacion de los resultados, el gran nimero de
pasos que conlleva el proceso, la cantidad de reactivos y equipamientos requeridos, asi
como la demanda de ADN de alta calidad, un factor crucial para la obtencion de

resultados confiables (Sidrim et al., 2010).

El empleo de la secuencia del gen URAS es una de las mas utilizadas. A pesar de su
elevada sensibilidad, en tres de los 27 aislados del presente estudio no se obtuvo ningun
producto después de la amplificacion de este fragmento. Este fendmeno pudo deberse a
la inhibicién de la reaccion de amplificacion o cantidad insuficiente de material
genético de la levadura, no obstante una de estas contingencias fue solventada con la
utilizacion de controles positivos y negativos. A pesar de esto, la concordancia del
RFLP con el método convencional adoptado para la identificacion en este estudio fue
adecuado. Este resultado demuestra que el mismo es atil en la identificacion

micoldgica, en especial, cuando se combina con otros métodos.

De forma uniforme, todos los aislados para los cuales se logré la amplificacion del gen

URADS correspondieron al serotipo A MAT a genotipo VNI. Este resultado es similar al
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de diferentes investigadores de la region. El de Sanchez y cols., en Bogota, por ejemplo,
muestra un amplio predominio de C. neoformans; el trabajo incluye 35 aislados, entre
los cuales el 93 % corresponde a MATa y el 82,9% a VNI vs 52,6 % VGII (Sanchez,
Escandon, y Castafieda, 2008). Los informes de Igreja, Delgado y da Silva en Brasil,
demuestran que la mayoria de las levaduras de este género recuperadas a partir de
pacientes con VIH (30, 45 y 40 respectivamente) corresponden a C. neoformans VNI
(Da Silva et al., 2012; Delgado et al., 2005; Igreja et al., 2004). Recientemente, IlInait-
Zaragozi y cols. de Cuba, sefialan que el 100 % de los mas de 100 aislados de
Cryptococcus autdctonos de este pais corresponden al serotipo A, MATa, AFLP1 (VNI)
(Hlnait-Zaragozi et al., 2014).

Los trabajos de otras latitudes muestran cifras similares. En Seul a partir de 46 aislados,
se determina mediante RFLP y MLST que todos pertenecen al serotipo Aa y variedad
molecular VNI (Park, Kim, Joo, y Hwang, 2014). Asi mismo, de 57 aislados clinicos
del complejo C. neoformans/C. gattii procedentes de La India, se identifican
51 C. neoformans VNI, un C. neoformans VNIV y solo cinco C. gattii VGII (Jain et al.,
2005).

De igual forma, los resultados de este trabajo de tesis estuvieron en total
correspondencia con los metandlisis sobre la epidemiologia molecular global de
C. neoformans y C. gattii. Dicho estudio brinda informacién valiosa sobre las
variedades moleculares circulantes en nueve paises de Latinoamérica (Cogliati, 2013;
Wieland Meyer et al., 2003). La encuesta epidemiolégica desarrollada en Colombia,
sobre criptococosis publicada en 2007, revela que el serotipo més frecuente en ese pais,
entre 1997-2005 es el A (95,9 %) (Lizarazo et al., 2007).

Trabajos mas recientes encaminados a demostrar el origen de este agente sugieren que
hace ~ 100 millones de afos, cuando surgieron los continentes actuales, ambas especies
del complejo tenian un ancestro comudn. A partir de entonces y durante el proceso
adaptativo, comenz6 su diferenciacion hasta las especies que conocemos hoy
(Casadevall etal., 2017). A pesar de ser morfoldgicamente similares, compartir los
mismos mecanismos de virulencia y causar enfermedades relacionadas, las evidencias
actuales apuntan a que el fendmeno de adaptacion a los diferentes ambientes naturales

pudiera jugar un papel importante en la seleccion de vias metabolicas que
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secundariamente determinan la patogénesis de la infeccidn y la seleccion de individuos

susceptibles en cada especie (Rhodes et al., 2017)

Todos estos resultados en su conjunto, constituyen evidencias de la prevalencia de la
especie C. neoformans, en especial el genotipo VNI en los pacientes seropositivos al
VIH con independencia de la latitud o region geografica de origen de los pacientes. Por
su parte, las restantes especies y genotipos parecen tener una localizacion mas
restringida o estar asociados a otras condiciones predisponentes como la edad o la visita

de individuos susceptibles a las respectivas areas endémicas (Hagen et al., 2015).

Hoy se conoce que la reproduccion de C. neoformans/C. gattii es posible tanto entre
células del tipo de apareamiento opuesto como del mismo sexo (Kozubowski y
Heitman, 2012). Esta ultima constituye un potenciador de la variacién genética en las
poblaciones naturales de los organismos. La diversidad resultante puede aumentar la
eficacia de seleccion natural y la oportunidad de colonizar satisfactoriamente nuevos
ambientes (Metin, Findley, y Heitman, 2010). Los estudios de infeccion experimental
indican que las células MATa son mas virulentas al ocasionar infeccion diseminada en
el SNC, con mayor frecuencia en relacion con las del MATa (Kozubowski y Heitman,
2012; Matsumoto, Fusco-Almeida, Baeza, Melhem, y Medes-Giannini, 2007; Metin
et al., 2010).

Hasta el momento, los resultados del presente estudio constituyen las Unicas evidencias
publicadas sobre la circulacion de C. neoformans Ao VNI en Ecuador y pueden servir

de referencia para estudios futuros en el pais, la region y en el mundo.

5.6. Sensibilidad in vitro

Segun Chiang y cols., C. neoformans representa la cuarta causa de egreso por infeccion
oportunista en el Hospital de Infectologia de Guayaquil, Ecuador (Chiang et al., 2011).
Conocer la efectividad de los antifingicos recomendados en la primera linea de
tratamiento (anfotericina B, fluconazol y flucitosina) para esta micosis pudiera marcar

la diferencia en el desenlace, con frecuencia fatal, en la infeccion por este agente.

Los efectos adversos de estos farmacos generados por sus mecanismos de accion y el

surgimiento de aislados resistentes, constituyen una limitante para su uso.
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La anfotericina B, comercializada a partir de 1957, se convirtié en la principal
alternativa en el tratamiento de las micosis profundas debido a su amplio espectro de
accion. Acttia como fungicida o fungistatico segun la dosis. EI farmaco se une al
ergosterol de la membrana citoplasmatica de eucariontes, incrementa la actividad de los
canales de potasio y a concentraciones mayores, forma poros en la membrana. La
pérdida de potasio intracelular y de otras moléculas trae como consecuencia la
disminucion de la viabilidad del hongo (Catalan y Montejo, 2006; Cuenca-Estrella,
2010). Debido a que el ergosterol también se encuentra en las células humanas,
ocasiona diversos efectos adversos. Entre estos se describen la toxicidad renal
reversible asociada a disminucion de la perfusion renal, la toxicidad renal irreversible
asociada a dafio tubular, la anemia por deficiencia de eritropoyetina y la aracnoiditis

quimica después de la aplicacién intratecal (Thompson, 2002).

Su uso en la clinica no es sistemético ya que los tratamientos con este antifingico son
largos vy los efectos adversos provocados deterioran la calidad de vida de los pacientes
(Moghnieh etal., 2015; Wade etal., 2013). El advenimiento de la formulacion
liposomal de este antifingico brinda una mejor opcién, pues su efectividad, perfil de
farmacocinética y tolerabilidad superan el de otras presentaciones del mismo (Azanzay
Barberan, 2012). Su principal inconveniente es la poca accesibilidad debido a su costo
mas elevado en comparacién con el desoxicolato que es la forma convencional (Stone,

Bicanic, Salim, y Hope, 2016).

Al comparar los resultados de la sensibilidad in vitro a la anfotericina B obtenidos en
esta tesis con los informados en el mundo, se constatd que hubo resultados
coincidentes. Un ejemplo claro de esta situacion es el estudio realizado por Mdodo y
cols., en Kenia, en el cual la totalidad de los aislados de C. neoformans (n = 67) son
sensibles a este medicamento (Mdodo et al., 2011). Los valores de CIM que muestra la
anfotericina B, tanto en éste como en estudios internacionales, demuestran su
efectividad sobre esta levadura (Badali et al., 2015; Bejar et al., 2015; Bertout et al.,
2013; Hagen et al., 2013; Kammalac Ngouana et al., 2016; Li et al., 2012; Mdodo et al.,
2011; Mlinaric-Missoni etal., 2011; Silva, Rabelo, Terra, y Teixeira, 2008;
Tangwattanachuleeporn etal., 2013). Sus mecanismos de resistencia son poco
conocidos y en su mayoria estan relacionados con el descenso en la cantidad de

ergosterol de la membrana o al aumento de los fosfolipidos. Estas alteraciones reducen

64



la interaccion del farmaco con su molécula diana, se asocian con mutaciones en los
genes ERG2 o ERG3 los cuales codifican enzimas que participan en la via de sintesis
del ergosterol y son poco frecuentes (Cuenca-Estrella, 2010; Ruiz-Camps y Cuenca-
Estrella, 2009). Hoy los estudios encaminados a demostrar posibles causas de fallos
terapéuticos durante el uso de este antifungico van encaminados a determinar los
niveles séricos de la misma en los pacientes bajo tratamiento (Andes, Pascual, y
Marchetti, 2009; Smith y Andes, 2008)

La flucitosina es un derivado fluorado de la citosina y es el Unico antifungico de uso
clinico perteneciente a la clase de las pirimidinas. Su administracion se recomienda en
combinacién con la anfotericina B durante la fase de ataque del tratamiento (Day et al.,
2013; Perfect et al., 2010; WHO, 2011). Es un farmaco fungistatico que, después de
penetrar en la célula, sufre varias transformaciones hasta generar &cido
5-fluoruracilico. Este se incorpora a la cadena de ARN ocasionando la produccién de
moléculas aberrantes y la inhibicion celular. Sus efectos adversos méas graves dependen
de la dosis; después de ser absorbido desde el intestino, causa toxicidad hepatica y de la
médula dsea que se traducen en leucopenia, trombocitopenia reversibles, eosinofilia y
exantema, fundamentalmente (Catalan y Montejo, 2006; Cuenca-Estrella, 2010;
Thompson, 2002).

Existen estudios alentadores sobre la sensibilidad de Cryptococcus frente a la
flucitosina (Bertout et al., 2013; Kammalac Ngouana etal., 2016; Li etal., 2012,
Mdodo etal., 2011; Mlinaric-Missoni etal., 2011). De manera cualitativa, los
resultados obtenidos del presente trabajo fueron similares a los expuestos con
anterioridad; sin embargo, los valores de CIM difieren, lo que pudiera depender de las
condiciones propias de cada localizacion o region (Chowdhary et al., 2011; Hagen
etal., 2013; Kammalac Ngouana et al., 2016). Entre los ejemplos mas evidentes se
encuentra el estudio realizado en Croacia y publicado por Mlinaric-Missoni y cols.,
quienes incluyen 48 aislados de C. neoformans recuperados de 10 pacientes
seronegativos al VIH y cinco de seropositivos al VIH. En este caso, la inhibicion de
dichos aislados se logra con concentraciones de flucitosina que oscilan entre 1 vy
4 pg/mL. Estas concentraciones son al menos dos veces mas elevadas que lo

encontrado en la presente investigacion (Mlinaric-Missoni et al., 2011).
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La flucitosina fue comercializada desde los afios sesenta del siglo XX. Desde entonces
se recomienda en tratamientos combinados con la anfotericina B. La principal
limitacidn de dicha combinacidn, viene determinada por la afectacion renal causada por
esta Ultima. Esto se debe a que un 80% de la fluorocitosina se elimina por la orina y al
disminuir la eliminacion de la pirimidina, se intensifican sus efectos adversos en la
médula. Por otra parte, la resistencia a este fA&rmaco aparece con frecuencia debido a
mutaciones en el gen que codifica la enzima que convierte el antifingico en su forma
activa (Cuenca-Estrella, 2010; Cuenca-Estrella y Rodriguez-Tudela, 2010). A pesar de
esto, la combinacién de anfotericina B y fluorocitosina continta siendo el tratamiento
de eleccion de la criptococosis en enfermos con sida (Day et al., 2013; Perfect et al.,
2010; WHO, 2011); sin embargo, debido a las razones antes expuestas, en la actualidad
apenas se utiliza y la misma no esta disponible en el hospital de infectologia de
Guayaquil. Esto ualtimo pudiera justificar el alto grado de susceptibilidad a este
medicamento hallado en el presente estudio.

El fluconazol es un fungistatico sintético del grupo de los triazoles. EI mismo bloguea
la conversion del lanosterol en ergosterol, altera la permeabilidad de la membrana y
dafa ultraestructuras del hongo; de forma adicional, produce acumulacién de peroxido
de hidrégeno que lesiona de forma directa los organelos intracelulares (Catalan y
Montejo, 2006). En general los triazoles, muestran una afinidad cientos de veces
superior por las enzimas fungicas que por las enzimas humanas, de ahi que posean
menos toxicidad que otros azoles y puedan administrase a dosis mas elevadas (Cuenca-
Estrella, 2010). A pesar de esto, si la terapéutica no se administra a las dosis indicadas
durante suficiente tiempo, pueden producirse recaidas de la infeccion. Entre los efectos
adversos mas comunes, se describen los relacionados con la intolerancia gastrointestinal
(nausea, vémito, dolor abdominal) y las alteraciones de las pruebas hepéticas (Catalan y
Montejo, 2006; Thompson, 2002).

Todos los controles realizados durante la preparacion de los medios y la ejecucion de
las pruebas de susceptibilidad resultaron segin lo esperado. Sin embargo, la elevada
frecuencia de resistencia al fluconazol en los aislados recuperados en la presente
investigacion decidio la confirmacion de los mismos mediante un método alternativo.
Més adelante, en este mismo aparte, se brindan algunas consideraciones sobre este

aspecto.
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La literatura consultada reconoce la buena concordancia para el fluconazol del
Sensititre Yeast One con la microdilucion en medio liquido independientemente de los
parametros empleados (EUCAST o CLSI). Los diferentes trabajos de Cuenca-Estrella y
cols. demuestran un porcentaje de concordancia superior al 95 % y que este genera un
namero menor de errores mayores en comparacion con otros métodos (Cuenca-Estrella
y Rodriguez-Tudela, 2010). Estos datos hacen elegible al sistema como un buen
sustituto de los métodos de referencia, al menos en laboratorios con escasa

infraestructura.

En la actualidad se conocen al menos cuatro mecanismos moleculares que traen como
consecuencia la resistencia adquirida frente a los azoles: i) la disminucion de la
concentracion intracelular del antifungico mediante bombas de expulsion activa que
actian de forma selectiva frente al fluconazol (codificadas por MDR) o de forma
indistinta para cualquiera de los azoles (codificada por CDR); ii) la alteracion
estructural de la diana sobre la que actian estas drogas, iii) la sobreexpresion de la
misma (ambas codificadas por ERG11) y iv) el desarrollo de vias alternas de
produccién de esteroles (codificada por ERG3) (Cuenca-Estrella, 2010).
Adicionalmente, se conoce que algunos aislados pueden portar heterorresistencia,
especialmente frente al fluconazol; mecanismo mediante el cual determinadas
subpoblaciones de células dentro de una misma colonia se diferencian por una mayor
tolerancia a concentraciones mas altas del antifungico. Este fendmeno no depende de la
exposicion previa a los antifungicos y esta previamente descrito en ambas especies del
complejo C. neoformans (Varma y Kwon-Chung, 2010). El alcance de esta tesis no
contempld la determinacion de estos mecanismos en los aislados recuperados con

resistencia al farmaco.

Las investigaciones realizadas por Fernandez y cols., y Silva y cols., reflejan que la
resistencia al fluconazol en Cuba y Brasil respectivamente, se comporta entre el 5y
8 %; no obstante, su efectividad puede llegar al 60 % (C. Fernandez, Martinez,
Gonzélez, y Pimentel, 1999; Silva et al., 2008). Existen casos particulares como el
referido por Bertout y cols., en Camerdn, quienes observan resistencia al fluconazol en
14 de 133 aislados. De la misma manera, Guinea y cols., muestran porcentajes mas
elevados, ya que el 20 % (2/48) de los provenientes de pacientes con VIH, exhiben

resistencia al fluconazol. No obstante, en ambos estudios todos los aislados resultan
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sensibles a otros antifngicos, en especial a la nueva generacion de triazoles

(posaconazol, isavuconazol y voriconazol) (Bertout et al., 2013; Guinea et al., 2010).

La resistencia de Cryptococcus al fluconazol en el presente trabajo pudo estar
relacionada con el hecho de que este es el Unico triazol utilizado en el hospital de
procedencia de los pacientes objeto de estudio y el mismo se emplea, con regularidad
en el tratamiento de las micosis de forma general. La candidiasis en particular, suele ser
una de las principales causas de morbilidad en los individuos infectados por el VIH
(Bolduc, Roder, Colgate, y Cheeseman, 2016; Schmiedel y Zimmerli, 2016; Sharma,
Oberoi, Vohra, y Nagpal, 2015), por lo que la posibilidad de que éstos tuvieran una
infeccion subclinica o latente por Cryptococcus y que estas levaduras desarrollaran
resistencia a partir de la exposicion al medicamento durante tratamientos previos,

resulta dificil de probar pero no se debe descartar.

De forma adicional, durante las ultimas décadas se constata un incremento de la presion
selectiva debido al empleo de azoles de uso agricola para el control de plagas. Esto
parece estimular el desarrollo de aislados con sensibilidad disminuida o resistentes a
este grupo de antifungicos debido al fendbmeno de resistencia cruzada (Kanafani y
Perfect, 2008; May et al., 2016; Serfling, Wohlrab, y Deising, 2007). Al igual que en la
hipotesis anterior, ésta es imposible de corroborar en el marco del presente estudio, pero
tampoco debe ser desechada dada la ubicuidad de esta levadura en el medio ambiente
(Bonifaz, 2012; Perfect y Bicanic, 2015).

Las hipotesis anteriores se encuentran sustentadas ademas, por antecedentes como el
trabajo publicado por Sykes y cols.,, quienes demuestran la reduccion de la
susceptibilidad a fluconazol de aislados clinicos de Cryptococcus durante la terapia con
este antifungico. En esa investigacion, los autores demuestran mediante MLST que los
aislados recuperados pre- y pos- tratamiento son isogénicos y que no existe diferencias
en las secuencias de ERG11 ni PDR11. En su lugar encuentran una sobre expresion de
estas bombas de expulsion activa, secundaria a la exposicion al triazol (Sykes et al.,
2017).

La microdilucion en medio de cultivo liquido constituye el método de referencia para el
analisis de la CIM en levaduras. Este es un método laborioso que requiere de un

personal entrenado y se encuentra reservado sobre todo a los laboratorios
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especializados. Debido a esto, surgen nuevas alternativas menos engorrosas para su
realizacion, con buena reproducibilidad y correlacion con el método de referencia. Una
de ellas es el E-test, el cual se utilizoO en el presenten estudio (Tapia, Leon, y
Palavecino, 2003).

Esta prueba se basa en el método de difusion en agar a partir de una tira impregnada
con un gradiente de concentracion del antifingico, caracteristica que le permite
determinar la CIM mediante la lectura de una elipse de inhibicion. Este método fue
aprobado por la FDA y es uno de los mas eficaces para detectar resistencia a la
anfotericina B, los triazoles y la flucitosina en especies en especies de Candida y
Cryptococcus (Chavez et al., 2010; Tapia et al., 2003).

El grado de concordancia entre el E-test y el método de microdilucion, depende del
medio de cultivo empleado para su realizacion. EI mas recomendado es el RPMI 1640
con 2 % de glucosa, el cual se utilizo en el presente estudio (CLSI, 2012). Este medio
enriquecido permite el crecimiento de las levaduras, mejora la lectura de los halos de
inhibicién (punto de corte) y minimiza el fendmeno de trailing o cola, el cual de forma
frecuente dificulta la lectura e interpretacion en los estudios de sensibilidad a los
antifungicos y la correlacion con el método de referencia, la cual puede variar desde
61,7 hasta 91 % (Peman et al., 2007; Tapia et al., 2003).

Thompson y cols., demuestran estas afirmaciones al someter 92 Cryptococcus a ambos
procedimientos. El estudio determina un 97,8 % de concordancia y permite concluir que
el E-test es un método confiable para la determinacién de la CIM en estas levaduras
(Thompson et al., 2008). Por su parte, Petrou y Shanson ponen a prueba ambos metodos
sobre cinco medios de cultivos diferentes: YNB con pH 5,6; YNB con pH 7,0;
RPMI 1640 con y sin glucosa al 2 % y RPMI 1640 con fosfato. En este caso, los autores
determinan que los mejores resultados corresponden a YNB con pH de 7,0 y al
RPMI 1640 con glucosa al 2 % las cuales mostraron la misma eficiencia para la
determinacion de la CIM en Cryptococcus (Petrou y Shanson, 2000).

Las evaluaciones previas de los sistemas comerciales empleados y el uso sistematico de
los controles de calidad durante el desarrollo de la presente investigacion, permiten
avalar los resultados que se obtuvieron en la misma. Estos constituyen una alerta sobre

la emergencia de resistencia a una de las principales armas en el tratamiento de las
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micosis, en particular de la criptococosis. Tanto esta informacion como los hallazgos
sobre las variedades moleculares de Cryptococcus recuperadas de los pacientes
positivos al VIH en Guayaquil, constituyen la primera informaciéon autdctona
disponible en Ecuador sobre esta tematica. Este trabajo demuestra la necesidad de dar
seguimiento de estos resultados y de adecuar las pautas de tratamiento vigentes en este
pais, con el objetivo de mejorar la calidad de vida de los pacientes afectados.

5.7. Recuperacion de Cryptococcus a partir de fuentes naturales

Las infecciones fungicas representan un verdadero desafio para la salud publica.
Ademas de ocasionar cuadros invasivos pocas veces sospechados y de mortalidad
elevada, los agentes que las ocasionan son ubicuos en la naturaleza y la exposicion a los

mismos es casi imposible de evitar (Cogliati et al., 2016; Rajasingham et al., 2017).

En particular la criptococosis, compromete la vida de los pacientes y se desarrolla a
partir de la inhalacion y diseminacién de conidias o levaduras disecadas de
C. neoformans/C. gattii (May et al., 2016). Las especies de este complejo son de vida
libre y pueden sobrevivir en disimiles nichos ecolégicos. Como se menciona con
anterioridad, los serotipos A y D presentan una distribucién universal y afectan por lo
general a individuos inmunodeficientes; por su parte los serotipos B y C, suele tener
una distribucién geografica mas restringida a las zonas tropicales y subtropicales y
causar infeccion en individuos aparentemente inmunocompetentes. No obstante,
hallazgos recientes demuestran la presencia de estos ultimos serotipos en localizaciones
inesperadas. Esto se debe a su capacidad de adaptacion a nuevos ambientes y a la
importacion de la infeccion desde zonas endémicas (Cogliati, 2013; llInait-Zaragozi
et al., 2011; llinait-Zaragozi et al., 2010; Trilles et al., 2014).

La distribucion de C. neoformans en la naturaleza esta documentada en diferentes
estudios, tanto en los paises de la region cuyas condiciones climaticas son similares a
las de Ecuador, como donde existe una vasta distribucion del reservorio animal. Entre
los que sustentan esta afirmacion se encuentran los trabajos desarrollados por Reolon y
cols. en la ciudad de Porto Alegre, Brasil y el metanalisis de Cogliati y cols. en la
cuenca del Mediterraneo. En el primero los autores demuestran que el 100 % de los
aislados recuperados de excretas de palomas corresponde a C. neoformans. En el

segundo se analizan 6 436 muestras de 3 765 arboles y se evidencia que el 5% de los
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mismos estaban colonizados por Cryptococcus (117 C. neoformans y 13 C. gattii)
(Cogliati etal., 2016; Reolon, Perez, y Mezzari, 2004). Otro trabajo reciente en
Tailandia analiza las excretas de palomas de 11 distritos de Bangkok. El resultado pone
al descubierto la presencia de C. neoformans (n = 18) a partir de 164 muestras

(Krangvichain, Niyomtham, y Prapasarakul, 2016).

Tal y como demuestran los autores recién mencionados y la literatura clasica, la
presencia de C. neoformans en la naturaleza se asocia a excretas de aves,
fundamentalmente de palomas (Perfect y Casadevall, 2002). A pesar de esto, hoy se
considera que dichas excretas, solo sirven de sustrato a las levaduras ya existentes en
los arboles, al encontrar condiciones que favorecen su sobrevivencia y multiplicacion
(Perfect y Casadevall, 2002). Esta hipotesis surgio al reconocer la especializacion de
C. neoformans/C. gattii en la degradacion de lignina como fuente de nutrientes durante
el crecimiento sapréfito basada en la actividad de su enzima lacasa; esto sugiere
ademas, que no esta asociado con algun tipo de planta en particular (Lazera etal.,
2000). De hecho, desde que Ellis y Pfeiffer recuperaron por primera vez C. gattii a
partir de Eucalyptus camaldulensis el mayor nimero de referencias se relacionan con
estos arboles; sin embargo, cada vez es posible encontrar en la literatura més trabajos
que demuestran la presencia del complejo de levaduras en un espectro amplio de
especies plantas (Chowdhary et al., 2011).

Varios autores, entre ellos Alves y cols., demuestran Cryptococcus spp., a partir de
muestras ambientales con ayuda del AAC. En ese estudio en particular, los autores
colectan 506 muestras durante los afios 2012 y 2014 en zonas urbanas de Manaus,
Brasil (191 excretas de palomas, 60 excretas de otras aves en cautiverio y de 255
arboles) de las cuales recuperan 13 aislados de Cryptococcus (Alves et al., 2016). Tanto
el AAC, como la metodologia empleada para los estudios ambientales en la presente
investigacion, se encuentran avalados por la literatura internacional (Chowdhary et al.,
2011; Kidd et al., 2007; Randhawa et al., 2005).

Debido a que el Hospital de Infectologia “Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefia”,
acoge a mas de un tercio de los individuos seropositivos al VIH de Ecuador, se
convierte en un denominador comun para los mismos durante sus visitas a consultas e

ingresos hospitalarios (Lugmafa, 2014). Esto lo colocé en situacion ventajosa a la hora
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de seleccionar el sitio para el muestreo ambiental, pues realizar el mismo segun el lugar
de residencia de los pacientes resultaria complejo dada la dispersion geografica de los

mMismos.

A pesar de todas las consideraciones anteriores, durante la presente investigacion no se
logro recuperar levaduras de Cryptococcus de ninguna de las muestras colectadas. Este
resultado refleja el de otros trabajos como el realizado en Curitiba, Brasil, donde es
imposible demostrar su presencia en sitios aledafios a los hospitales y en Cuba a partir
de 662 hisopados de cavidades o ranuras profundas obtenidas de 331 ejemplares
adultos de plantas de &reas publicas de zonas urbanas (llInait-Zaragozi et al., 2012;
Spina-Tensini et al., 2017).

Estos resultados pudieron estar influenciados por varios factores tales como los
medioambientales y el numero de muestras. La demostracion de posibles fuentes de
infeccion, en especial si se trata de lugares publicos, constituye un eslabén fundamental
en el control de las enfermedades infecciosas. ElI hecho de no haber logrado aislar
Cryptococcus a partir de las fuentes naturales que se estudiaron, indica la necesidad de
ampliar el estudio e introducir nuevas variables que permitan esclarecer las

interrogantes planteadas.
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DI1sSCcUSION GENERAL

Desde su inicio modesto, con la publicacion del primer caso en 1895 hasta la
actualidad, C. neoformas/C. gattii alcanza un lugar cimero en la micologia clinica como
la “levadura asesina con cubierta de azticar”. De los dos millones de casos al afio que
causan las infecciones flngicas invasivas, este agente es responsable de casi la mitad
(Brown et al., 2012; Perfect y Bicanic, 2015; Rajasingham et al., 2017).

La historia natural de la infeccidn se encuentra documentada, su diagnostico a
diferentes niveles esta bien establecido y los principios de su tratamiento estan avalados
por los estudios clinicos mas robustos. A pesar de esto, la infeccion conduce
inexorablemente a la muerte cuando no se administra el tratamiento adecuado de forma
oportuna. Aun asi, una vez iniciados los sintomas, el 86 % de los pacientes con
meningitis criptococésica muere durante el primer afio y el 70 % en los primeros tres

meses (Perfect y Casadevall, 2002; Rajasingham et al., 2017).

Hasta el momento los estudios relacionados sobre la criptococosis en Ecuador son
escasos Yy los existentes se limitan a la descripcién parcial del problema (Chiang et al.,
2011; Jarrin etal., 2012; Khawcharoenporn et al., 2006; Paul y Cardona, 2008; Paz,
2014; Tircio y Vallejo, 2014). Estos antecedentes fueron los que motivaron el presente
trabajo de tesis conducido por el Laboratorio Nacional de Referencia de Micologia del
IPK de La Habana, Cuba y Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Médicas, UEES. Este estuvo encaminado a: conocer el comportamiento de la
neurocriptococosis en los pacientes seropositivos al VIH que asisten al Hospital de
Infectologia de Guayaquil, determinar las principales caracteristicas microbiol6gicas de
su agente causal, asi como la presencia de posibles fuentes naturales de infeccion por

esta levadura en areas aledafas al hospital al que concurren estos pacientes.
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Principales limitaciones del estudio

Entre los aspectos detectados en el transcurso del trabajo y que pudieron dar lugar a

sesgos en la interpretacion de sus resultados se encuentran:

- La insercion de la fiebre como criterio de inclusién de los pacientes ya que
inicialmente el trabajo se concibio para el estudio del sindrome febril en individuos
seropositivos al VIH ingresados en el Hospital de Infectologia de Guayaquil. No
obstante, este propdésito no fue factible debido a limitantes financieras que surgieron
después de iniciada la tesis. Esto condujo a que el 100 % de los individuos
enrolados en la misma presentaran esta manifestacion, con lo cual se perdid la
posibilidad de todo tipo de analisis estadistico.

- La imposibilidad de poder completar los estudios de los niveles de células CD4 y
carga viral debido a la no disponibilidad de estos exdmenes en el hospital durante el
periodo que comprendié la investigacion. Segun los criterios de exclusion
establecidos, este aspecto debid considerarse como una invalidante para participar
en la tesis con lo cual, en teoria, solo quedarian incluidos menos de la mitad de los
pacientes. Esto impidié arribar a conclusiones certeras sobre la relacion de estos
parametros con el proceso en estudio.

- La no disponibilidad del método de referencia para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria de los antiflngicos frente a los aislados
recuperados ni de pruebas moleculares para la deteccion de los mecanismos de
resistencia. Esto imposibilit6 confirmar por el método recomendado
internacionalmente los hallazgos de aislados resistentes a las drogas estudiadas.
Como alternativa se emple6 otro método comercial.

- No se previo en el disefio de la encuesta el consumo por parte de los pacientes de
sustancias que pudieran afectar en algun grado la viabilidad de las levaduras durante
el proceso de su recuperacion, ni las condiciones de conservacion del LCR desde el
sitio de extraccion hasta el laboratorio. Esto dejo abierta una interrogante sobre las
posibles causas de falsos negativos en el cultivo micoldgico.

- Las limitaciones financieras antes mencionadas, también impidieron ampliar los
estudios ambientales con el objetivo de determinar las posibles fuentes de infeccion
por Cryptococcus. A pesar que el numero de muestras estudiadas fue relativamente

pequefio y que en ninguna de ellas se recuperé esta levadura, este trabajo constituye

74



una de las primeras evidencias de este tipo de estudio en Ecuador y pueden servir de
guia para trabajos futuros.

A pesar de estas limitaciones el trabajo permitio dar respuesta en buena medida a las

preguntas de investigacion que dieron pie a la propuesta.

¢Como se comporta la neurocriptococosis en los pacientes seropositivos al VIH
que asisten al Hospital de Infectologia de Guayaquil?

Las encuestas realizadas a los enfermos que consintieron participar en la investigacion
revel6 el predominio de la infeccion por el VIH en los hombres en edad laboralmente
activa, comportamiento similar al de la epidemia causada por este virus en Ecuador y el
mundo (MSP, 2011; OMS, 2014). No obstante, el presente estudio demostré una
prevalencia de la coinfeccion VIH/Cryptococcus superior a la descrita en la mayoria de
los paises de Latinoamérica y en otras regiones del mundo (Bruno et al., 2013; Jaiswal
et al., 2002; Lakshmi et al., 2007; Lizarazo et al., 2007; Suryawanshi et al., 2012).

Se conoce que hasta el 90 % de los pacientes infectados por C. neoformans/C. gattii,
desarrollan cuadros neuroldgicos, por lo cual estos se consideran la presentacién mas
frecuente e importante (Baradkar etal., 2009; Colombo y Rodrigues, 2015). Las
manifestaciones clinicas en el grupo de pacientes estudiados fueron inespecificas, lo
que corrobora lo publicado a nivel internacional acerca de la variedad de signos y
sintomas relacionados con esta entidad nosoldgica (Bolduc et al., 2016; Bowen et al.,
2016; Bruno et al., 2013). Ademas de la fiebre, considerada como criterio de inclusion
en el presente estudio, de manera inesperada la pérdida de peso constituyé el signo mas
frecuente. Es probable que este hallazgo sea secundario al desgaste que sufren los
pacientes con sida, méxime cuando solo unos pocos recibian la TARVAE (Mangili
etal., 2006). Los analisis estadisticos permitieron demostrar la asociacién entre los
vomitos y el déficit motor con la neurocriptococosis en la cohorte de pacientes
involucrados en este estudio. Este resultado sugiere que la presencia de estas
manifestaciones debe incrementar el indice de sospecha clinica al momento de indicar

los complementarios con vistas al diagndstico precoz de la infeccion.

En general los pardmetros hematoldgicos se consideran marcadores de gravedad o

progresion en la mayoria de las enfermedades (Xu et al., 2013). En especial los niveles
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de linfocitos T CD," y CDg" se consideran la primera linea de defensa contra
Cryptococcus (Eisenman et al., 2007). Al respecto, en la presente investigacion, no fue
posible arribar a conclusiones al respecto debido a que solo unos pocos pacientes
contaban con esta determinacidn. Las restantes alteraciones hematoldgicas fueron
consistentes con la anemia, la cual pudiera responder al sindrome de desgaste que
suelen presentar estos pacientes, ya mencionado con anterioridad.

Como en la mayoria de las enfermedades infecciosas, la confirmacion de la sospecha
clinica de criptococosis se basa en los estudios microbiolégicos que demuestran la
presencia del agente causal. En la actualidad hay disponibles un gran nimero de
herramientas que abarcan desde la visualizacion directa de las levaduras capsuladas en
la muestra, hasta la deteccion de su ADN mediante métodos mas complejos y costosos.
Como una alternativa intermedia también existen sistemas comerciales de identificacion
que se utilizan con frecuencia en los laboratorios de micologia. Cada uno de los
métodos posee sus propias ventajas y limitaciones; conocerlos incrementa la posibilidad
de interpretar correctamente sus resultados (bioMérieux SA, 2007; Firacative et al.,
2012; Perfect y Bicanic, 2015; H. Wang, Yuan, y Zhang, 2015).

En el presente trabajo se combinaron varias herramientas de acuerdo a la factibilidad de
su implementacion in situs. Esto permitié constatar que el agente causal de la

criptococosis en el grupo de pacientes estudiados fue la especie C. neoformans.

Los resultados discordantes entre el examen directo con tinta china y el cultivo en ADS
en cinco de los pacientes pudieron estar determinados por la especificidad de cada
método y a circunstancias no previstas durante la protocolizacion del estudio. Entre
estas Ultimas, el consumo de sustancias diferentes de los antifungicos comerciales y las
condiciones de transporte de las muestras, los que pudieran comprometer la viabilidad

de las levaduras. Estos aspectos deben tenerse en cuenta en investigaciones futuras.

La identificacién bioquimica de C. neoformans a través del API® 20C AUX demostré
ser eficaz. Su tasa de aciertos se incrementa al realizar pruebas auxiliares, como la
formacion de tubo germinativo, la filamentacion en agar harina de maiz con Tween 80
y la hidrolisis de urea, entre otros (bioMérieux SA, 2007; Willemsen, Breynaert, y
Lauwers, 1997). A pesar de esto, en seis aislados no se pudo obtener resultados

concluyentes por este método, por lo que fueron sometidos a MALDI-TOF. Esta es una
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técnica identificacion microbioldgica relativamente novedosa y promisoria cuya
principal limitante esté relacionada con el costo de las determinaciones, motivo por el

cual no se hizo extensiva a los restantes aislados (Firacative et al., 2012).

De manera general, estos hallazgos demuestran que la neurocriptococosis constituye un
problema importante de salud publica en Guayaquil. Su reconocimiento en la practica
clinica impone un gran reto, por cuanto no parece haber signos o sintomas
patognomonicos. No obstante, la sobrevida de los pacientes depende del tratamiento
oportuno por lo que i) esta micosis debe considerase por las autoridades sanitarias para
el desarrollo de programas de prevencion y control basados en las evidencias existentes,
ii) los clinicos que dan atencion a los pacientes seropositivos al VIH deben elevar el

indice de sospecha clinica y iii) esta sospecha debe confirmarse microbioldgicamente.
¢ Cuales son las principales caracteristicas microbioldgicas de su agente causal?

A la luz de los conocimientos actuales se impone no solo la identificacion del género
del agente causal del proceso infeccioso, lo cual es aplicable a la criptococosis. En la
practica clinicoepidemioldgica, la deteccién de una u otra especie y sus serotipos se
traduce en el posible estado predisponente del hospedador y la fuente de infeccion; el
tipo de apareamiento y el genotipo, en la capacidad patogénica, la gravedad de la
infeccion y la posible respuesta al tratamiento antifungico. De la misma forma, otros
estudios moleculares permiten dilucidar la relacion entre los aislados y de estos con los
nichos ecoldgicos potenciales. En este contexto, los estudios de susceptibilidad in vitro
merecen una mencion especial pues hacen posible no solo el ajuste del tratamiento de
cada paciente en particular, sino tomar decisiones empiricas basadas en la tendencia de
los estudios previos. Todos estos factores redundan en el manejo de los pacientes y la
toma de decisiones con relacion a posibles fuentes de infeccién en cada caso. Bajo
dichos conceptos se encaminaron los esfuerzos en la caracterizacion de los aislados

recuperados de las muestras clinicas.

En el presente estudio todas las levaduras correspondieron con C. neoformans ser. A,
apareamiento o, genotipo VGI. Este resultado es compatible con lo publicado en la
literatura internacional (Arenas, 2014; Badali etal., 2015). Todas las evidencias
apuntan a que este serotipo es el predominante en los pacientes seropositivos al VIH

(condicion de inclusion de los pacientes en el estudio) y el de mas amplia distribucion
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mundial (Boulware et al., 2014; Cogliati, 2013; Perfect y Bicanic, 2015), por lo que los
hallazgos en este sentido coincidieron con lo esperado. De forma eventual se describen
en la literatura especializada infecciones por C. gattii en pacientes con sida, asi como
casos residentes en areas no endémicas para esta especie. Esto ultimo esta asociado,
bien a la adaptacion de la levadura a nuevos ambientes, o a la adquisicion de la
infeccion durante la visita de los pacientes a zonas de mayor prevalencia de C. gattii
(Byrnes etal., 2009; Hagen, van Assen, Luijckx, Boekhout, y Kampinga, 2010;
IlInait-Zaragozi, Ortega-Gonzalez, Hagen, Martinez-Machin, y Meis, 2013).

En adicidn, los genotipos correspondientes a C. gattii suelen mostrar peor respuesta al
tratamiento  antifungico (Espinel-Ingroff, Aller, etal., 2012; Espinel-Ingroff,
Chowdhary, et al., 2012). Estas circunstancias pudieran hacer pensar que la infeccion
con C. neoformans es menos grave; sin embargo, el estado de inmunodepresion
predisponente para la infeccidn por esta levadura, pone en desventaja a estos pacientes
(Worasilchai et al., 2016). A todo esto se afiade las caracteristicas de patogenicidad
intrinsecas de cada aislado en particular y la cuantia del indculo en el momento de la
infeccion, los que de conjunto con el estado inmune del hospedador, determinan en
ultima instancia la evolucion del cuadro clinico (Perfect y Casadevall, 2002;
Rajasingham et al., 2017).

Los multiples ensayos clinicos en torno a la evaluacion de estrategias terapéuticas en el
manejo de los pacientes con criptococosis coinciden en el empleo de tres fases
consistente en: el ataque inicial con anfotericina B y flucitosina, una segunda fase de
consolidacién con altas dosis de fluconazol y una de mantenimiento con este mismo
medicamento durante periodos prolongados a dosis moderadas para evitar las recaidas
(Worasilchai et al., 2016). Esta propuesta es consistente con los estudios multicéntricos
de susceptibilidad in vitro de Cryptococcus frente a estos antifungicos (Espinel-Ingroff,
Aller, et al., 2012; Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012). No obstante, cada vez son
mas frecuentes los hallazgos de aislados resistentes especialmente a la flucitosina y al
fluconazol, lo que justifica y perpetla la evaluacion in vitro de la susceptibilidad, asi

como la busqueda de nuevas opciones terapéuticas.

En este estudio todos los aislados mostraron susceptibilidad in vitro por los métodos

empleados, tanto a la anfotericina B como a la flucitosina. Hasta el momento se
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conocen muy pocas evidencias de aislados de Cryptococcus resistentes a la anfotericina
B (Espinel-Ingroff, Aller, etal., 2012; Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012). Esto
probablemente se deba a su accion fungicida sobre las levaduras asociado a su efecto
inmunomodulador, con lo cual los resultados de esta investigacion son consistentes con

publicaciones anteriores (Cuenca-Estrella, 2010; Worasilchai et al., 2016).

Por su parte, la resistencia a la flucitosina, en especial cuando se usa en monoterapia, se
encuentra bien documentada (Cuenca-Estrella, 2010; Espinel-Ingroff, Aller, etal.,
2012; Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012); sin embargo, esta pirimidina no se
encuentra disponible en la actualidad en Ecuador y por ende, la posibilidad de
desarrollar resistencia a la misma es muy pobre. Estas circunstancias brindan

coherencia a los resultados de este trabajo.

Una situacion diametralmente opuesta a la anterior se detectdé para fluconazol. Este
constituye el principal arsenal terapeutico en el tratamiento curativo y profilactico de las
micosis en el Hospital de Infectologia de Guayaquil. En consonancia con este
antecedente, 24/27 aislados mostraron resistencia in vitro lo que pudiera estar
condicionado por el uso amplio que se hace de este medicamente. Asi mismo, dada la
naturaleza saprobidtica de C. neoformans también deber ser considerado el desarrollo
de resistencia cruzada como consecuencia del empleo de azoles en la practica agricola
(Kanafani y Perfect, 2008; May et al., 2016; Perfect et al., 2010; Perfect y Bicanic,
2015; Serfling et al., 2007).

Tanto la demostracion del genotipo como del tipo de apareamiento y de la
susceptibilidad in vitro de C. neoformans a través del presente estudio constituyen las
primeras evidencias de estos particulares en Ecuador. De manera general, estas hacen
proponer de una parte, que se replantee el esquema terapéutico de la criptococosis en
esta unidad de salud y de otra, la necesidad de focalizar los posibles nichos de infeccion
con vistas a su control. Encaminado a este ultimo aspecto se desarrollo el siguiente paso

de esta tesis.
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¢La neurocriptococosis en los pacientes seropositivos al VIH estara relacionada
con la presencia de su agente causal en los &rboles aledafios al Hospital?

El complejo C. neoformans/C. gattii esta integrado por levaduras saprobidticas de vida
libre capaces de sobrevivir en diversos nichos ecologicos. No obstante, el mayor
namero de aislamientos de C. neoformans esté relacionado con las excretas de aves,
fundamentalmente de palomas (Kwon-Chung etal., 2011). Debido a que i) no se
constatd esta posible fuente de infeccion en el area seleccionada para el muestreo y
ii) teniendo en cuenta la teoria de Lazera y cols., la cual sugiere que el habitat primario
de estas levaduras pudiera encontrarse en la vegetacion y sus detritos sin que exista
asociacion con algun tipo de planta en particular (Lazera et al., 2000), asi como iii) los
resultados de trabajos previos (Chowdhary, Rhandhawa, Prakash, y Meis, 2012; lInait-
Zaragozi et al., 2012; Randhawa et al., 2008), se decidio el muestreo de los arboles de
los alrededores del hospital bajo el concepto de que este es un sitio comuan al que asisten
los individuos susceptibles. De forma adicional, para este objetivo se utiliz6 la
metodologia que se describe en la literatura para el procesamiento y recuperacion de
esta levadura a partir de fuentes naturales (Randhawa et al., 2008, 2005). A pesar de
todas estas consideraciones, los intentos por demostrar su presencia de esta levadura en

los detritos de los arboles seleccionados fueron infructuosos.

Estos resultados pudieran obedecer a que la presencia de este hongo esta gobernada por
multiples factores bidticos y abioticos. Entre los primeros destaca la competencia con
otros microorganismos que pudieran estar presentes y, entre los segundos las
caracteristicas climatoldgicas y medioambientales como la exposicion directa a la luz
solar, el calor excesivo y la desecacion por la accion del viento, fundamentalmente. Esta
ampliamente documentado que todas estas variables difieren de un nicho ambiental a
otro (Randhawa etal., 2011). Correspondera a estudios posteriores hacer una
caracterizacion minuciosa de las condiciones del microclima en los alrededores del
hospital y otras areas de interés para determinar la posible fuente natural de

C. neoformans en Guayaquil, Ecuador.

Aungue, como se menciona anteriormente, la metodologia empleada para el muestreo y
procesamiento de los detritos es la mas usada y se encuentra respaldada por varios

autores (Chowdhary etal., 2012; Colom etal., 2001), también existen resultados
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contradictorios al respecto. En cuanto a estos ultimos, las publicaciones sugieren que las
técnicas convencionales necesitan el respaldo de herramientas moleculares. Esto es
valido en especial cuando se trata de la identificacion de C. neoformans/C. gattii a partir
del primoaislamiento de muestras ambientales (llInait-Zaragozi et al., 2012; Pedroso, da
Costa, Ferreira, y Candido, 2007; Tay et al., 2008).

La ausencia de evidencias sobre la posible presencia de C. neoformans en é&reas
aledafias al hospital, amén de las consideraciones antes expuestas, debe estimular la
busqueda de su fuente potencial en otros sitios. Entre los mas sugestivos se encuentran
los relacionados con los domicilios y los lugares de trabajo de los pacientes, asi como
los palomares que pudieran ser identificados por colombdfilos expertos de la ciudad.

Hoy, la caracterizacion a la maxima expresion posible, mas que una aspiracion, es una
necesidad. En 1967, Pappagianis refiriéndose a C. neoformans, sentencio: “... el prefijo
crypto- continta siendo el méas apropiado ya que ain se desconocen muchos aspectos
sobre este microorganismo...” (Tomado de Casadevall y Perfect, 1998). Desde
entonces, la problematica impuesta por esta levadura motivd el desarrollo de un
sinnimero de investigaciones reveladoras; sin embargo, a la luz de estas se imponen
nuevos retos aun por resolver. Después de 50 afos, la frase no ha perdido vigencia y
constituye un incentivo a continuar los estudios sobre C. neoformans, especie compleja
que devino en complejo de especies y que a pesar de los avances en el diagndstico y

tratamiento, ocasiona grandes estragos, en especial en la poblacién seropositiva al VIH.
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6. CONCLUSIONES

Este constituye el primer estudio integral de la neurocriptococosis en Ecuador. El
mismo aporta las primeras evidencias sobre las caracteristicas microbiologicas de su

agente causal en este pais.

e Si bien la infeccion con el VIH vy el sindrome neuroldgico asociado a este en los
pacientes que asisten al Hospital de Infectologia de Guayaquil muestran un
comportamiento demogréfico y clinicoepidemioldgico en correspondencia con el
descrito en el mundo, la prevalencia de la neurocriptococosis en este grupo es
superior a otras notificaciones, lo que indica que la misma constituye un problema de

salud en este contexto.

e La presentacion inusual de la neurocriptococosis en este estudio alerta sobre la
necesidad de elevar el nivel de sospecha clinica y la confirmacion microbioldgica de
esta micosis en los pacientes seropositivos al VIH que acuden al Hospital de

Infectologia de Guayaquil.

e La identificacion y caracterizacion de los aislados recuperados de las muestras
clinicas coincide con los informes internacionales lo que ratifica que C. neoformans
Aa VNI es el principal agente causal de neurocriptococosis en pacientes con VIH-
sida.

e El elevado nivel de resistencia in vitro al fluconazol demostrado en este trabajo
apunta a la necesidad de reevaluar los protocolos de tratamiento de la criptococosis
en Guayaquil, asi como de ampliar el alcance de este estudio al resto del pais y

mantener una vigilancia estrecha al respecto.

e El estudio de muestras ambientales no permitid evidenciar la presencia de
C. neoformans en el entorno del Hospital de Infectologia de Guayaquil, lo que indica

la posible presencia de otras fuentes de infeccion por esta levadura en Guayaquil.
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7. RECOMENDACIONES

Ampliar los estudios de caracterizacion integral: clinicos, microbioldgicos y

medio-ambientales, acerca de este problema de salud en Ecuador.

Profundizar los estudios de caracterizacion molecular de los aislados de
Cryptococcus en Ecuador que aporten nuevos conocimientos sobre la
epidemiologia y mecanismos de resistencia de este microorganismo en este pais

y en Latinoamérica.

Dar a conocer los resultados de este trabajo a las autoridades de salud de
Ecuador e implementar en los laboratorios de Hospital de Infectologia de
Guayaquil las pruebas de referencia para estudios de susceptibilidad antifungica

in vitro que permitan confirmar los resultados hallados en este estudio.
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Anexo 1. Diagrama general de la metodologia de la investigacion abordada para el
estudio de la neurocriptococosis en pacientes seropositivos al VIH en Guayaquil,
Ecuador.

Estudio no experimental, transversal, de prevalencia, observacional, cualitativo
12/2013 - 1/2015

l Hospital de Infectologia “Dr. José Daniel Rodriguez Maridueiia” l

Aspectos clinicos y microbiologicos Aislamiento de Cryptococcus

de la criptococosis a partir de muestras ambientales
Universo: pacientes seropositivos al VIH Arboles adultos en el perimetro
Muestra: pacientes con sindrome neurologico de hasta medio kilometro

criterios de inclusion 360° alrededor del Hospital
Recoleccion de datos LCR Hisopados de
demogréficos, clinicos y ranuras y cavidades

epidemiologicos

Laboratorio de Microbiologia
Facultad de Ciencias Médicas
“Dr. Enrique Ortega Moreira” Universidad Espiritu Santo

!

Estudios microbioldgicos
Aislamiento y caracterizacion de Cryptococcus




Anexo 2. Plantilla del consentimiento informado de los pacientes para participar en el
estudio sobre los aspectos clinicos y microbiol6gicos de la neurocriptococosis en
pacientes con VIH-sida en Guayaquil. Diciembre 2013 - enero 2015.

FICHA DE CONSENTIMIENTOQ INFORMADQ

Protocolo de estudio de criptococosis en pacientes seropositivos al VIH.
Hospital de Infectologia “Dr. José Daniel Rodriguez Maridueiia”

Estimado paciente,

Mi nombre es y soy de

Estamos llevando a cabo una investigacion acerca de un microorganismo que provoca
una seria enfermedad que afecta fundamentalmente el sistema nervioso central que
podria estar afectindolo. Ampliar los conocimientos sobre la misma serd de gran
importancia para Ud y para nuestra poblacion por lo que hemos disefiado un estudio que
permita recoger informacion y ayudar a las autoridades de salud desarrollar programas
de diagndstico y tratamiento para promover la salud en personas que pudieran estar en
riesgo de padecerla.

Me gustarfa contar con su consentimiento para realizar pruebas adicionales a las
solicitadas por su médico en las muestras que Ud estd entregando a nuestro laboratorio.
Dejo a Ud la decision de permitir o no realizar estas pruebas y utilizar los resultados
obtenidos de ellas.

No se les cobrard dinero ni se les pagara por su participacion. Si decide no participar en
el estudio o retirarse del mismo en el momento que lo desee, esto no afectard en lo
absoluto el servicio ni la atencion que usted debe recibir.

Todos los datos brindados por Ud. u obtenidos en el presente estudio serdn
estrictamente confidenciales y privados.

Si decide participar, por favor firme esta pigina. Su nombre no serd usado en ningin
informe, pero su colaboracion nos ayudard a obtener la informacion necesaria para tratar
de resolver un problema de salud que en estos momentos le afecta a usted. Si no desea
participar, gracias por su tiempo.

He leido la informacion de esta hoja de consentimiento y todas mis preguntas sobre el
estudio y participacion han sido atendidas.

Hago constar por este medio, mi disposicion y consentimiento, para ser incorporado al
estudio.

Acepto:Si_ No

Nombre completo de la persona entrevistada:

Firma:

Fecha (dia/mes/afio):  /

A quien contactar
Si usted desea hacer alguna pregunta mds tarde puede contactar a:
Dra. Sunny Sénchez, Teléfono: 0943882 10.



Anexo 3. Ficha para la colecta de datos de los pacientes incluidos en el estudio sobre
los aspectos clinicos y microbiol6gicos de la neurocriptococosis en pacientes con VIH-
sida en Guayaquil. Diciembre 2013 - enero 2015.

FICHA PARA LA COLECTA DE DATOS

Protocolo de estudio de criptococosis en pacientes seropositivos al VIH.
Hospital de Infectologia “Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefia”

Datos generales

Nombrey apellidos: Cl:
Numero de historiaclinica: Edad: anos Sexo:
Direccidn:

Teléfono de contacto:

Datos al ingreso:

Fecha:  / [/ Sala: Cama:

Impresidndiagndstica:

Glasgow: 15-13 12-9 <8

Sintomasy signos: cefalea cambios conductuales _ ,vémitos __ , temperatura>38
trastornosvisuales signos meningeos convulsiones pérdidapeso

adenopatias___, déficit motor , otros
Tiempodeevolucionde los sintomasysignos:<lsem_  1-4sem_ >4dsem_
Uso de TARVAE:No Si__ Esquema:

Inicio: _ / [/ Hasta: _ / /

Datos de laboratorio:

Tipo de examen Resultado Fecha
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas
Le ucocitos
CD4
Cargaviral (VIH)
TintaChinaen LCR
Cultivo micoldgico




Anexo 4. Diagrama de trabajo para el aislamiento, identificacion y caracterizacion de
Cryptococcus recuperados a partir de muestras clinicas y ambientales en el marco del
estudio de los aspectos clinicos, microbiologicos y medioambientales de la

neurocriptococosis en pacientes con VIH-sida en Guayaquil. Diciembre 2013 - enero
2015.
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|
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Anexo 5. Aval de la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia, Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri” otorgado al protocolo de la investigacion para el
estudio de los aspectos clinicos, microbiolégicos y medioambientales de la
neurocriptococosis en pacientes con VIH-sida en Guayaquil. Diciembre 2013 - enero
2015.

A
@ INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL
4 “PEDRO KOURI™

Ministerio de Salud Publica

/ Centro Auspiciado por Ia UNESCO e
NSTITUTO
Centro Colaborador de la OMS/0PS Pedeo Koust
——— Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica ARG ROUR
” N [ s ( y control biolégico de vectores y huéspedes intermediarios
[ U Para el estudio de las Enfermedades Viricas
—_— En Tuberculosis y Micobacterias

Para el estudio del Dengue y su vector

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL PEDRO KOURI (IPK)

AVAL DE LA COMISION CIENTIFICA
ESPECIALIZADA DE MICROBIOLOGIA

Por este medio se hace constar que la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia
(CCEM), como 6rgano asesor cientifico-técnico de la Vicedireccion de Microbiologia del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) de La Habana, Cuba, ha dado su aprobacion
al Protocolo de Investigacion del trabajo para optar por el grado cientifico de Doctor en Ciencia:
de la Salud titulado: Criptococosis en el Hospital de Infectologia de Guayaquil, Ecuador

Aspectos clinicos y microbiolégicos, de la Dra. Sunny Sanchez Giler.

Dr. Carlos M. Fernandez
Secretario CCEM, IPK

La Habana, 28 de noviembre de 2013

{

Teléfono (53 7) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (53 7) 202 0633; Fax (63
E-mail: ciipk@ipk.sid.cu, Direccion: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 !




Anexo 6. Aval del Comité de Etica del Instituto de Medicina Tropical “Pedro I,{quri”
otorgado al protocolo de la investigacion para el est_udio de !os aspectqs clinicos,
microbioldgicos y medioambientales de la neurocriptococosis en pacientes con
VIH-sida en Guayaquil. Diciembre 2013 - enero 2015.

CCS e T

“PEDRO KOURI™

Ministerio de Salud Publica

#
@ INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL
¥

/ Centro Auspiciado por Ia UNESCO |'
Centro Colaborador de la OMS/OPS -t

—
e Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica PFdRO Kouri
(e y control biolégico de vectores y huéspedes intermediarios
| Para el estudio de las Enfermedades Viricas
] En Tuberculosis y Micobacterias

Para el estudio del Dengue y su vector
COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 44-14

“Criptococosis en el Hospital de Infectologia de Guayaquil, Ecuador. Aspectos clinicos
¥ microbiolégicos”

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Dra Sunny Sinchez Giler

Después de realizada la valoracion y andlisis correspondiente al presente documento por los
integrantes del Comité de Etica de la institucién, siguiendo las guias internacionales de
trabajo de estas comisiones de la Organizacién Mundial de la Salud, emitimos el siguiente:

DICTAMEN

1. El documento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracion de
Helsinki asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los codigos nacionales
de ¢tica y regulaciones legales vigentes en Cuba.

(5]

- En el protocolo aparece reflejado de forma clara la forma de proteccion de los derechos
y beneficios de los sujetos participantes en la investigacion,

3. Se aprueba el protocolo presentado,

Dado, en el IPK, La Habafa, a los 11 dias del mes de Febrero de 2015

%
Dr Eri z Dr.Cs Dra N re_\'lda Cabrera

Pri ni ( ,_\ | ‘v\l {/)
aY .. L . )
@‘ Dr. Rch(L? \ \“\\# \‘)

Lic. Ana M-arg'arila Montalvo Dr.C. A, ato ) \\r)
/¥ \
C1) W 5

/l
/ /1)
[ /1]
Lic. Roberto h’cnia"ndcz Llanes
| | |
[
| [ |/

\V/

Teléfono (53 7) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (53 7) 202 0633: Fax (53 7) 204 6051 Telex: 51 1902 CUIPK Y 51 2341 CUIPK
E-mail: ciipk@ipk.sld.cu, Direccion: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 %, Ciudad Habana, Cuba, P.O. Box: 601 Marianao 13




Anexo 7. Aval Comité de Bioética COBI-ASFORUM otorgado al protocolo de la
investigacion para el estudio de los aspectos clinicos, microbiologicos Yy
medioambientales de la neurocriptococosis en pacientes con VIH-sida en Guayaquil.
Diciembre 2013 - enero 2015.

COMITE

| DE

demil] BIOETICA
biOBlhiLS committee

Dra. Sunny SANCHEZ GILER

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL PEDRQ KOURI

LABORATORIO DE MICOLOGIA

Investigadora del Estudio “Criptococosis en el Hospital de Infectologia de Guayaquil,
Ecuador. Aspectos clinicos y microbioldgicos”

Guayaquil ;

De nuestra consideracién

El Comité de Bioética (COBI) aprueba el 04 MAR 2015 los siguientes documentos que
forman parte del protocclo de investigacién citado para optar por el titulo de Doctor
en Ciencias de la Salud:

1. Protocolo de investigacién “Criptococosis en el Hospital de Infectologia de
~ Guayaquil, Ecuador. Aspectos clinicos y microbiolégicos”. Version en espafiol
La Habana, 2013 .

2. Apéndices: Formulario de consentimiento Informado. Version La Habana, 2013
3. Carta de compromiso de la investigadora :

4. CV de la Dr. Sunny SANCHEZ (2015)

Muy atentamente,

1
¥

br. Edmun G%IS_T_EVEZ .
By Bioethics Committee COL 1

: ! B’bﬂma

BYOETHICS COMMITTEE COBI-IRB-1
FWADDODZ482 IEC IORGO001932 IORGOGOTEZT IRBOO002438 IRBODDOZ3F0 EFIDNPI125754-12
Quito - ECUADOR




Anexo 8. Seleccion de la muestra de pacientes para el estudio de los aspectos clinicos, y
microbioldgicos de la neurocriptococosis en pacientes con VIH-sida en Guayaquil.
Diciembre 2013 - enero 2015.

UNIVERSO
Individuos seropositivos al VIH ingresados en el
Hospital de Infectologia “Dr. Jos¢ Daniel Rodriguez Mariduefia”
12/2013 - 1/2015
(232 pacientes)

|

Pacientes con sindrome
neurologico
(110 pacientes)

Pacientes que recibieron tratamiento
antimicotico 30 dias antes =~ €=ereeeeee

(15 pacientes) .
Muestra de mala calidad

_ o (4 pacientes)
Pacientes que no consintieron

participar en el estudio ~ €=rreeeeeg

(9 pacientes) o _ )
>Sohcltud de salida del estudio

(1 paciente)

MUESTRA DEL ESTUDIO
(81 pacientes)



