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RESUMEN:

Objetivo. Aislar, identificar y caracterizar molecularmente aislamientos de Cryprococcus patégenos para humanos a partir de
muestras ambientales y clinicas de la ciudad de Ciicuta. Materiales y métodos. Se recolectaron 1300 muestras de 446 4rboles
de 10 especies diferentes, en 10 zonas publicas de Cicuta. Concomitantemente, se obtuvieron aislados clinicos de Cryprococcus
neoformans (junio de 2016-junio de 2017). Se realizé cultivo en agar semillas de Guizottia abysinica, posterior identificacion
bioquimica y caracterizacién genética mediante PCR-huella Digital y RFLP-URAS. Resultados. Se determiné prevalencia
ambiental para C. neaformans de 4.3% (19 individuos positivos) y C. gattii de 0.2% (1 individuo positivo), para un total de 21
aislados y 20 drboles positivos. El parque Santander registré el 47.6% de la prevalencia global (10/21 aislados), seguido del parque
La Victoria con 23.8% (5/21 aislados), correspondientes a C. neoformans. Se obtuvo un aislado de C. gaztii en un individuo Ficus
benjamina del parque Mercedes Abrego. El andlisis genotipico revelé presencia de C. neoformans var. grubii VNI en el 85.7% de
los aislados ambientales, asi como en el 100% de los clinicos, seguido de VNII'y VGII en 9.5% y 4.8% de los aislados ambientales,
respectivamente. Conclusiones. El muestreo longitudinal de los nichos ambientales previamente reportados del hongo revela su
presencia y sugiere que se requiere una Vigilancia permanente tanto en el medio ambiente como en los pacientes, especialmente
en las zonas endémicas de la ciudad.

PALABRAS CLAVE: Colombia, criptococosis, genotipo, hébitat, prevalencia .

ABSTRACT:

Objective. Identify and molecularly characterize Cryptococcus isolates potentially pathogenic to humans from environmental and
clinical samples collected in the city of Cicuta. Materials and methods. We collected 1300 samples from 446 trees belonging to
ten different species in ten public spaces in Cticuta. We also obtained clinical isolates of Cryptococcus neoformans collected between
June 2016 and July 2017. Samples were cultivated in Guizottia abysinica seed medium, and then were identified biochemically and
characterized by Fingerprinting PCR and RFLP of URAS gene. Results. C. neoformans displayed an environmental prevalence
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of 4.3% (19 positive individuals) and C. gaz#ii 0.2% (1 positive individual); this yields a total of 20 Cryptococcus-positive trees
and 21 isolates. The Santander park registered 47.6% of the global prevalence (10/21 isolates), followed by La Victoria Park with
23.8% (5/21 isolates). One C. gattii isolate was collected from a Ficus benjamina tree located in Mercedes Abrego park. Genotypic
analysis revealed the presence of C. neoformans var. grubii VNI in 85.7% of environmental isolates as well as 100% of clinical
isolates. VNII and VGII molecular types represented 9.5% and 4.8% of environmental isolates respectively. Conclusiones. The
longitudinal sampling of previously reported environmental niches of the fungus reveals its presence and suggests that a permanent
surveillance in both environment and patients is required, especially in endemic zones of the city.

KEYWORDS: Colombia, cryptococcosis, genotype, habitat, prevalence.

INTRODUCCION

La criptococosis es una micosis que afecta a individuos inmunocompetentes € inmunocomprometidos,
especialmente con SIDA (1,2,3,4,5,6). El agente causal de dicha micosis es la levadura encapsulada
Cryptococcus spp, con sus dos especies patogenas C. neoformﬂm y C. gattii. C. nenformam posee a su vez las
variedades grubii (correspondiente al serotipo A, patrén molecular VNI y VNII) y la variedad neoformans
(correspondiente al serotipo D, patrén VNIV), ademds del hibrido serotipo AD, patrén molecular VNIII.
Por su parte, C. gattii comprende los serotipos B y C (patrén molecular VGI- y VGIV, respectivamente) (7).
En 2015 se public6 una revision de la taxonomia de ambos complejos con una nueva propuesta que inclufa
siete especies: C. neoformans, C. deneoformans, C. gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii'y C.
decagartii (8).

El estudio de aislados clinicos y ambientales de Cryprococcus como patégeno en humanos es relevante
en la regién de Cucuta. La incidencia de la enfermedad en la poblacién general en Colombia fue de 0.23
casos por cada 100.000 personas, siendo Norte de Santander el departamento con mayor incidencia: 0.56
casos por cada 100000 personas. C. zeoformans var. grubii patrén molecular VNI se asocia como el principal
agente etoldgico de la criptococosis tanto en individuos inmunocompetentes como inmunodeprimidos.
Dada su alta morbi-mortalidad, la patologia, a su vez se utiliza como un marcador centinela para monitorear
infeccién por VIH (9). Anilisis epidemioldgicos y la constante ocurrencia de casos clinicos compatibles
con criptococosis muestran a Cicuta como una ciudad con alta prevalencia de la infeccidn, principalmente
aquella causada por Cryprococcus gattii, patrén molecular VGII (10).

Teniendo en cuenta la asociacién del subgrupo genético VGII con alta virulencia y potencial para generar
brotes, es importante mantener una vigilancia ambiental, que muestre las concentraciones, y apoyen posibles
acciones de prevencién (10). Aunque la infeccidn por C. gattii es minoritaria en Colombia respecto a C.
neoformans (serotipos A y D), el municipio de Cucuta, tiene una alta prevalencia (60%) en pacientes VIH
negativos (11) y a nivel global se reporta una menor frecuencia de criptococosis por C. gattii en pacientes
inmunocomprometidos incluyendo VIH/SIDA, los cuales se han asociado a genotipos VGIII y VGIV, como
es el caso de California, EUA, considerada zona endémica para VGIII atribuyéndosele infeccién en un 12%
de éstos (12).

A partir del ambiente, el serotipo C. gattii fue aislado por primera vez en Cucuta en el afio 1998(13).
Posteriormente, en el afo 2011 se obtuvo el primer aislamiento ambiental de C. gattii serotipo B en esta
misma ciudad (9).

Dada la alta incidencia de la criptococosis en la ciudad de Cucuta, el objetivo del presente estudio fue
determinar la presencia de C. neoformansy C. gattii en el drea urbana de la ciudad y establecer la asociaciéon
de los aislamientos clinicos con aquellos recuperados de muestras ambientales.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y recoleccién de muestras. Se recolectaron 1300 muestras de 446 rboles distribuidas asi:
suelo (442), corteza (434), frutos secos (40) y hojas (384); en el momento de recoleccién de las muestras se
seleccionaban como caracteristica principal la presencia heces de palomas en su superficie. El primer muestreo
se realizd en el mes octubre de 2016 en los parques Mercedes Abrego, Simén Bolivar, Arcoiris (La Libertad)
y zona periférica al Estadio General Santander. El segundo muestreo se llevé a cabo en el mes de enero del
2017 en los Parques Antonia Santos, La Victoria, Juana Rangel de Cuellar y Parque Santander y el tercero,
en el mes de abril del 2017, se realiz6 en los Parques Nacional y Fuentes de Leones.

Por otra parte, se obtuvieron 6 aislados de C. zeoformans de liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes
VIH positivos con criptococosis meningea, procedentes del Hospital Universitario Erasmo Meoz de Cucuta,
entre los meses de junio de 2016 y junio del 2017. Estas muestras correspondieron al 4.3% de la totalidad de
las reportadas a través de la vigilancia pasiva de la criptococosis que se realiza en el pais mediante la Encuesta
Epidemioldgica sobre la Criptococosis en Colombia.

Procesamiento de muestras ambientales. Se realizé6 un mapeo de los lugares de muestreo donde se
identificd a cada individuo (4rbol) para la recoleccién de muestras en cada una de las zonas seleccionadas del
drea metropolitana de Cuicuta, empleando bolsas plasticas.

Estas fueron procesadas mediante la técnica de extraccién de buffer fosfato salino (PBS), suplementando
con antibidtico, como se describi6 previamente (14,15). En breve, Sg de muestra se resuspendieron en 25 ml
de PBS 1X para homogenizacién y reposo durante 60 minutos. Posteriormente, se filtré cada homogenizado
con gasa estéril, se adiciond el antibitico y se dejé actuar por 60 minutos.

Un total de 100 pl de cada preparacién fueron sembrados en agar semilla de guizottia para posterior
incubacién a 27°C durante 20 dias, con observacién periddica semanal, como ha sido referido (16).

Las colonias cremosas, elevadas, con bordes regulares y pigmento café (produccién de melanina) obtenidas,
fueron observadas al microscopio empleando tinta china (Figura 1). Toda colonia correspondiente a
levaduras grandes, redondas y con presencia de capsula fue sometida a pruebas de degradacién de urea (17) y
determinacion de la especie empleando agar CGB (Agar canavanina glicina azul de bromotimol sédico ) (18).

Figura 1. Cryptococcus spp. Agar semilla de guizottia (Produccidn
de melanina). Universidad de Santander, Clcuta.

FIGURA 1
Figura 1. Cryptococcus spp. Agar semilla de guizottia

(Produccién de melanina). Universidad de Santander, Cucuta.
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Procesamiento de aislados clinicos. A los aislados de procedencia clinica (Figura 2) igualmente se les
realizd cultivo en agar semilla de guizottia, pruebas de degradacién de urea (14) y determinacion de la especie
en agar CGB (Canavanina glicina azul de bromotimol sédico ) (18).

Figura 2. Cryptococcus sp muestra de liguido cefalorraguideo en
tinta china. Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional

de Salud.

FIGURA 2
Figura 2. Cryptococcus sp muestra de liquido cefalorraquideo en
tinta china. Grupo de Microbiologfa, Instituto Nacional de Salud.

Determinacién del patrén molecular por PCR-Huella digital. EIl ADN de alto peso molecular
fue extraido, utilizando el método fenol: cloroformo:alcohol isoamilico segin Casali et al (19). Este
procedimiento se llevd a cabo utilizando biomasa obtenida de las cepas clinicas y ambientales una vez
cultivadas en agar Saboureaud a 27°C por 48 horas. Posteriormente se transfirieron colonias del cultivo a
tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y se incubaron a -20°C durante una noche. Después se suspendieron
en 500pl de buffer de extraccién (Tris - HCI 50 mM, EDTA 50 mM, dodecil sulfato sédico al 3%, 2 -
mercaptoetanol 1%), agitando vigorosamente con vértex y se incubaron a 65 °C durante 1 hora . El lisado
se extrajo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25: 24: 1, vol/vol/vol). El ADN se recuperé mediante
precipitacién con isopropanol a -20°C durante una noche, se lavé con etanol al 70% (vol/vol) y finalmente,
se resuspendi6 buffer TRIS — EDTA (TE). La concentracién se midié mediante fluorescencia (Quibit 3.0
fluorémetro).

La caracterizacién molecular de las especies de Cryprococcus spp, se realizé mediante PCR -
huella digital, utilizando como cebador unico de secuencia especifica microsatélite (GTG)s (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’) descrito por Escandén y colaboradores en 2006 (20).

Lamezclade PCR de 50 pL contenia;31.5 uL de agua desionizada estéril, 25 ngde ADN, 5 pl de tampén de
PCR 10X (Tris / HCI 10 mM, pH 8.3, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl ) (Invitrogen, Carlsbad, CA), 0.02 mM
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de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) (Promega, Madison, W), acetato de sodio 3 mM (Sigma,
Atlanta, GA), O.8 ng de cebador (para GTGS la concentracién fue 10 ng), 2 mM MgCl, 1 ml de albumina

de suero bovino (BSA, 200 mg mL\Delta 1) y 0.05 U Amplitaq. La PCR se realizé durante 35 ciclos en
un SimpliAmp™ Thermal Cycler utilizando, las siguientes condiciones: desnaturalizacién a 94 °C durante
20 segundos, hibridacién a 50°C durante 1 minuto, extensién a 72 °C durante 20 segundos y un ciclo de
extension final a 72 °C durante 6 minutos. Los productos de la amplificacidn, se separaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.4% en tampdn Tris-borato EDTA (TBE) 1X a 100 V durante 2 horas.

Los productos de la amplificacién GTGs se tifieron con Gel red Nucleid Acid Gel Stain Biotium a 0.3 mg

mL™", durante 30 minutos. Las bandas se visualizaron bajo luz UV utilizando marcador de tamafio molecular
de 1 kb en tres pozos para permitir la normalizacion de los geles. Los tipos moleculares (VNI-VNIV y VGI-
VGIV) se asignaron para comparar las cepas de referencia de los ocho tipos moleculares principales cargados
en cada gel (21).

Determinacién del patrén molecular por RFLP- gen URAS y anilisis de asociacién. La
identificacién de los tipos moleculares de Cryptococcus spp., se realizé tanto a las cepas clinicas como
ambientales con los dos cebadores URA 5 (SATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG3) y SJol1
(STTAAGACCTCTGAACACCGTACTC3). Lareaccién dela PCR se llevé a cabo segtin lo descrito por
Meyer et al (17); los productos de la PCR se sometieron a una doble digestién enzimdtica con Sau 961y Hha
Ia37°C durante 3 horas. Los fragmentos de restriccién fueron separados por electroforesis en gel de agarosa
al 3% en tampdn Tris-borato EDTA (TBE) 1X a 100 V durante 5 horas. Los perfiles de restriccién fueron
comparados con los patrones obtenidos de las cepas de referencia, utilizando andlisis en mdédulo BioGalaxy
del programa Biolomics, versién 3.0.

RESULTADOS

Caracterizacion de muestras ambientales. E1 75% de los drboles analizados provenian de 6 parques: parque
Simén Bolivar en primer lugar con 80 individuos, seguido de los parques Santander, La Victoria, Nacional,
Mercedes Abrego (con 70, 68, 67 y 50 individuos, respectivamente), siendo esta tltima cantidad igual para
la zona circundante al Estadio General Santander.

A su vez, la diversidad de los individuos analizados en el presente trabajo comprendi6é 10 especies,
siendo el Oiti (Licania tomentosa) la mas ampliamente distribuida y predominante con el 66.4% del
total de individuos, seguida del Almendro (Terminalia catappa) con 13.2%, abarcando éstas dos especies
aproximadamente el 80 % de la muestra total. EI 20% restante se distribuyé entre Mamoncillo (Melicoccus
bijugatus) 7.2%, Ficus (Ficus benjamina) 5.4%, Tamarindo (Tamarindus indica) con 2.9%, Chiminango
y Totumo (Pithecellobium dulce) 1.8% cada uno, Samin (Samanea saman), Limén swingle (Swinglea
glutinosa) y Mango (Mangifera indica), 0.4% cada uno.

El cultivo inicial reveld la presencia de 21 aislados compatibles con Cryptococcus sp, 20 de los cuales
correspondian a C. neoformans (95.2%) y 1 a C. gattii (4.8%), obtenidos a partir de 20 de los 446 individuos,
ya que en un mismo arbol se obtuvo doble positividad para C. neoformans (Tabla 1). Por lo anterior, se
obtuvieron prevalencias de 4.3% y 0.2%, para C. neoformansy C. gattii, respectivamente.

Aislados ambientales con su zona de procedencia, especie del individuo y aislamiento con su tipo molecular
identificado por PCR- huella digital con cebador (GTG) 5 y por RFLP gen URAS.

En total, el parque Santander ocupé el primer lugar en prevalencia con 47.6% de los 21 aislados obtenidos,
seguido del parque La Victoria (23.8%) y finalmente los parques Fuente de Leones, Antonia Santos, Arcoiris
(La Libertad), Simén Bolivar y alrededores del Estadio General Santander (cada uno con 4.8% de los
aislados), exclustvamente para C. neoformans var grubii, ya que un tnico aislado de C. gattii se obtuvo en el

parque Mercedes Abrego (4.8% de los aislados).
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TABLA 1
Tabla 1. Descripcion de muestras positivas para C.neoformansy C.gattii

Identificacion Tipo de Zona de. Especie del individuo Especie Variedad Genotipo Cryptococcus
de muestra muestra procedencia de Cryptococcus
25 Corteza Parque Ma.ngu (Mangifera C. neoformans grubi VNI
Santander indica)
35 Corteza Parque Oiti (Licania tomentosa)  C. neoformans grubi VI I
Santander
37 Tierra Parque Oit1 (Licania tomentosa) C. neoformans grubn VNI
Santander
30a* Hojas Ea.rque Oiti (Licania tomentosa) C. neoformans grubi VNI
Santander
30b* Tierra Parque Oiti (Licania tomentosa) C. neoformans grubiik VNI
Santander
47 Corteza Parque Mango (Wangifera indica) C. neoformans b VI I
Santander & & ’ ' &
58 Tierra gzl?:f der Mango (Wangifera indica) C. neoformans grubn VI I
63 Corteza Parque Saman { Samanea saman) C. neoformans grubi VNI
Santander
68 Corteza Parque Oiti (Licania tomentosa) C. neoformans grubi VNI
Santander
g9 Tierra Parque .Tal.nalmdu (Tamarindus C. neoformans grubi VI I
Santander indica)
1 Corteza F'E_u'qug La To_tumn (Crescentia C. neoformans grubn VN I
Victoria cujete)
. Parque La : s ;
1a Tierma o Mango (Mangifera indica) C. neofonmans grubn VI II
Victoria
Parque La Chiminango ..
44 Cort C. neofi : by RUNBI
orieA Victoria {(Pithecellobium dulce) HEOTOlIEnE g
- TG ; Cleant
45 Corteza Pe.u quﬁ La Lnnlnn swingle (Swinglea C. neoformans grubii VNI
Victoria ghitinosa)
40 Corteza Pﬁ.l'qlllli La I\..’[.anwnu:l]lo (Melicoccus C. neoformans grubi VI I
Victoria bijugatus)
Parque
2 Tierra Mercedes Ficus (Ficus benjaming) C. gattil gattii VG II
Abregn
5 Corteza Fuente de Oiti (Licania tomentosa) C. neoformans grubi VNI
Leones
7 Tierra F'a.rqug Oiti (Licania tomentosa) C. neoformans grubiik VNI
Antonia Santos
Parque A
Almendro (T alia
12 Corteza Arcoiris-La n:atzma)n (Termir C. neoformans grubiik VNI
Libertad PP
Estadio
32 Tierra General Oiti (Licania tomentosa)  C. neoformans grubi VI I
Santander
e ) _—
58 Corteza Parque Simon_ Almendro (Terminala C. neoformans grubi VNI

Bolivar catappa)
*Nuestras derivadas del mismo individuo

A su vez, el célculo de la prevalencia por cada zona publica estudiada revelé datos sobresalientes
especialmente para dos de éstas: parque Santander con 12.8% (9/70 individuos fueron positivos) y parque La
Victoria con 7.3% (5/68 individuos fueron positivos), en ambos casos sélo para C. neoformans. Se muestra
la prevalencia individual para las distintas zonas evaluadas (Figura 3).
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Figura 3. Prevalencia para Cryptococcus sp en areas publicas de
Clcuta,

FIGURA 3
Figura 3. Prevalencia para Cryptococcus sp en dreas publicas de Cucuta.

El andlisis de positividad segtin tipo de muestra evidenci6é un predominio de aislados de C. neoformans
obtenidos a partir de corteza y suelo con el 60% (12/20 aislados) y 35% (7/20 aislados), respectivamente,
mientras que sélo uno fue obtenido a partir de hojas (5%). Lo anterior implica una prevalencia general para
C. neoformans a partir de corteza, suelo y hojas, de 3.0% (de 434 muestras), 1.6% (de 442 muestras) y 0.3%
(de 384 muestras), respectivamente.

Respecto a C. gattii, se obtuvo tnica positividad en una muestra de suelo (Tabla 1). En general, no se
obtuvieron aislados a partir de las 40 muestras de frutos secos analizados en el presente estudio.

La presencia de C. neoformans VNI se concentré en un 55.5% en el parque Santander (10/18 aislados),
seguido de un 16.6% en parque la Victoria (3/18 aislados) y una minoria se distribuyé en los parques
Fuente de Leones, Antonia Santos, Arcoiris (La Libertad), Simén Bolivar y alrededores del Estadio General
Santander, con 5.3% de los aislados para cada zona (1/18 aislados), mientras que el tipo molecular VNII se
hallé exclusivamente en el parque la Victoria, aislado a partir de suelo y corteza de las especies arbéreas Mango
(Mangifera indica) y Chiminango (Pithecellobium dulce), respectivamente.

Por otra parte, el aislado de C. gattii correspondi6 a VGII, siendo a su vez el unico obtenido a partir del
parque Mercedes Abrego, a partir de suelo asociado a un individuo de Ficus (Ficus benjamina) (Tabla 1).

Caracterizaciéon de muestras clinicas. El analisis genotipico a partir de muestras clinicas revelé la presencia
de C. neoformans en todos los casos, correspondientes en su totalidad al tipo molecular VNI (Figura 4).
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Figura 4. PCR huella digital de aislados clinicos y ambientales
de Cryptococcus neoformans var. grubii usando el
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y cepas de control.
FIGURA 4
Figura 4. PCR huella digital de aislados clinicos y ambientales de Cryptococcus neoformans
var. grubii usando el cebador (GTG), con marcador de peso molecular 1kb y cepas de control.

Relacién genética entre los aislados de C. neoformans de procedencia clinica y ambiental. La PCR
huella digital y el RFLP del gen URAS, revelé que el patrén genético encontrado en esos aislamientos de
pacientes también estd presente en la mayoria de los aislamientos ambientales. Se observé una correlaciéon
entre estos dos tipos de aislamientos a nivel genético /parque Santander (10/18 aislamientos), seguido por
16.6% en Parque la Victoria (3/18 aislamientos), y una minoria se distribuyé entre la Fuente de Leones,
Antonia Los parques Santos, Arcoiris (La Libertad) y Simén Bolivar y los alrededores del Estadio General
Santander, con el 5.3% de los aislamientos para cada zona (1/18 aislamientos); el tipo molecular VNII se
encontré exclusivamente en Victoria Park en el suelo y la corteza de los arboles Mango (Mangifera indica) y
Chiminango (Pithecellobium dulce), respectivamente.

Por el contrario, el aislamiento de C. gattii correspondié a VGII, siendo a su vez el unico obtenido de
Mercedes Abrego Park de un Ficus individual (Ficus benjamina) (Tabla 1).

DISCUSION

En el contexto ecoldgico se ha referido predominio de C. neoformans, especialmente C. neoformansvar grubii
VNIy VNII (serotipo A), cuyo hdbitat se extiende también a excretas de aves (22). Estos dos tipos moleculares
son igualmente los mds prevalentes en casos de criptococosis (97%) en individuos inmunosuprimidos en
Colombia (21,22,23) y otros paises incluso europeos (24). Sin embargo, la presencia ambiental de C. gartii
reviste especial relevancia en torno a su capacidad de generar enfermedad en individuos inmunocompetentes
y su potencial de adaptacién a distintas condiciones geogréficas, dejando de ser exclusivo de zonas tropicales
y subtropicales, para pasar a hallarse también en zonas templadas y lluviosas (25).

El presente trabajo abarcé 10 zonas publicas altamente concurridas de la ciudad de Cuicuta, en las cuales en
su mayoria se revelé la presencia de patégenos del género Cryprococcus sp, exceptuando los parques Nacional
y Juana Rangel de Cuéllar. La prevalencia hallada fue consistente con lo referido previamente (22), mayor
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en general para C. neoformans (4.3%) respecto a C. gartii (0.2%) a razén de 21.5:1, pero por otra parte,
contrastante con datos previos reportados para la ciudad de Cucuta en particular (anos 2008 y 2009),
habiéndose referido como de 0.07% de manera similar para ambas especies del hongo, incluso con un tamizaje
significativamente mayor de individuos (3634) procedentes de zonas La Libertad, San Eduardo y alrededores
del Estadio General Santander (26).

Segun nuestros hallazgos, la positividad para C. neoformans mostré predominio en el parque Santander
(47.6% delos 21 aislados), seguido del parque La Victoria (23.8%) y finalmente los parques Fuente de Leones,
Antonia Santos, Arcoiris (La Libertad), Simén Bolivar y alrededores del Estadio General Santander (cada
uno con 4.8% de los aislados), exclusivamente para C. neoformans variedad grubii. Tomando en cuenta lo
anterior, podemos concluir que los parques Santander (especialmente y con prevalencia individual superior
al 10%) y La Victoria, constituyen nichos ecoldgicos relevantes para C. neoformans, aportando éste tltimo
ademds variabilidad genética al hallarse tanto el tipo molecular VNI como el VNII (tinica zona con hallazgo
de éste tltimo).

Se contd con una variedad de especies arbéreas que evidenciaron ser nichos del hongo, especialmente Oiti
(Licania tomentosa), ampliamente distribuida en las zonas evaluadas, a partir de la cual se identificé el 38%
del total de aislados (8/21 aislados), todos correspondientes a C. neoformans VNI, ademds de hallarse en
diversidad de fuentes (corteza, tierra y hojas), seguida del Mango (Mangifera indica), a partir del cual se
obtuvieron 4 aislados (19%), tanto en tierra como en corteza, correspondientes a C. neoformans variedad
grubbii (VNI y VNII) y el Almendro (Terminalia catappa), con dos aislados (9.5%), identificados como C.
neoformans VNI, en contraste con el reporte previo de éste ultimo como hébitat tanto de C. neoformans como
de C. gartii (25).

En el parque Santander de manera interesante, los cinco aislados obtenidos de la especie arbérea oiti
(Licania tomentosa) correspondieron a cuatro individuos, puesto que uno de ellos fue doble positivo,
revelando la presencia de C. neoformans VNI simultaneamente en suelo o tierra adyacente al mismo y en sus
hojas.

Este caso unico de doble positividad para Cryptococcus neoformans, registrado en el presente trabajo no
tiene antecedente en la ciudad, en lo que respecta al tipo de drbol (Licania tomentosa).

Segun lo publicado por Firacative et al (26), el rastreo de mas de 4300 muestras procedentes de drboles de
diversas zonas de Cucutay 4reas cercanas a la vivienda de pacientes infectados por C. gattii serotipo B (VGI/
a), arrojo sélo un aislamiento de éste patdgeno, dos aislamientos de C. gaz#ii serotipo C (VGIII/a) y tres de C.
neoformans serotipo A (VNI/a), donde uno de éstos tltimos, junto con el tnico aislado de C. gattii (VGI/a)
se obtuvieron de un mismo arbol pero en ese caso de especie Ficus (Ficus benjamina) en el sector San Eduardo.

De igual manera, en los alrededores del Estadio General Santander, también en suelo de un mismo arbol
Ficus (Ficus benjamina) se hallaron simultdneamente C. gattii (VGIII/a) y C.neoformans serotipo A (VNI/
a) (26).

Con relacién a lo anterior, el presente trabajo reveld positividad para ésta ultima especie de drbol, pero
correspondiente al aislamiento de C. gattii VGII a partir de muestra de tierra en el parque Mercedes Abrego
(sin antecedente), en plena zona céntrica de la ciudad de Cucuta. ésta fue la cuarta zona con mayor cantidad
de individuos tamizados, sin embargo, sélo uno de sus 50 drboles resulté positivo, tratindose de un individuo
Ficus (Ficus benjamina).

Ficus benjamina alberga tanto a C. gattii como a C. neoformans (26), se reviste de importancia si se
considera la presencia de los genotipos VGI, VGII y VGIII tanto en muestras ambientales como en pacientes
con enfermedad criptocdccica (10,21,23). Estos tres tipos moleculares también han sido asociados a casos
de criptococosis humana y animal en el occidente de Estados Unidos. Particularmente los genotipos VGII y
VGIII de origen ambiental se han identificado como el posible agente etioldgico de la micosis en individuos
VIH positivo (27).
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Los hallazgos en la zona circundante al Estadio General Santander son consistentes con un reporte previo,
el cual mostrd la presencia de C. neoformans (26), permitiendo concluir sobre su persistencia en el 4rea. Sin
embargo, esta positividad se observd por primera vez en arboles de la especie Licania tomentosa, reflejando
una variacién tanto de los tipos de habitat del hongo, como de las especies del patdgeno que circulan en una
zona determinada.

Dada la amplia distribucién ambiental de C. neoformans y C. gattii, y su asociacién a patologia en
individuos inmunosuprimidos e incluso inmunocompetentes, resulta relevante el rastreo permanente de
zonas comunes de alta confluencia poblacional (25).

En concordancia con lo anterior, el reconocimiento de la identidad entre aislados de Cryprococcus sp de
procedencia clinica respecto a la ambiental, mediante la comparaciéon de genotipos circulantes es de gran
interés teniendo en cuenta ademads el aumento de los casos de criptococosis en individuos VIH positivos,
al comparar los lapsos de tiempo 1997-2005 con el periodo 2006-2010 (3000 casos/millén de habitantes
y 3300 casos/millén de habitantes, respectivamente) (21,23). A lo anterior se suma que la incidencia de
criptococosis afecta también a menores de edad en Colombia (menores de 16 anos), donde la infecciéon
por VIH constituye un factor de riesgo reconocible en apenas la mitad de los casos, quedando por factores
de riesgo concomitantes. Resulta preocupante, sin embargo, que esta incidencia es siete veces mayor para
el mismo grupo poblacional en Norte de Santander (0.122 casos/100.000 habitantes), respecto a la media
nacional (0.017 casos/100.000 habitantes) (28).

El analisis genotipico de las especies patdgenas procedentes de 6 muestras clinicas en el presente trabajo
reveld exclusivamente la presencia de C. neoformans var grubii VNI (100% de los casos). en consistencia con
el amplio predominio registrado para éste en estudios como el de Gonzalez et al en México (29), durante
12 afos, a partir de 166 muestras clinicas (no se especiﬁca si expresamente de pacientes VIH+), quienes
refirieron prevalencia para C. neoformans de 92.2%, respecto a C. gattii (7.8%) y correspondientes a VNI
(74.6%), VNII (9%), VNIII (4.8%), VNIV (3.6%), VGI (3.6%), VGII (1.8%), VGIII y VGIV (1.2% cada
uno) (29).

Es necesario ampliar el niimero de aislamientos clinicos que permitan determinar asociaciones con los
aislamientos ambientales del patrén VNII, asi como C. gattii presente en el ambiente.

Es de resaltar que Cucuta se caracteriza por sectores ampliamente arborizados y la presencia de gran
cantidad de aves destacandose principalmente la Paloma de la especie Columbia livia en los parques
estudiados, siendo mds representativa la presencia de estas en el Parque Santander en donde este trabajo
permite confirmar el nicho de la levadura, otros estudios también evidencia la relacién existente entre los
nichos ecoldgicos y estas aves (30); de ahi la importancia de una vigilancia epidemiolégica debido a la cercania
con los humanos y el hecho de que pueden trasladarse de un parque al otro.

Estos datos relacionados con la alta prevalencia de pacientes con diagndstico de criptococosis y su relaciéon
genética con los aislados ambientales es de gran aporte en los programas de salud publica.
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