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1. RESUMEN

Introduccion: Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii causan criptococosis, una micosis
potencialmente mortal que mundialmente afecta principalmente a adultos inmunocomprometidos.
Objetivo: Contrastar anticuerpos totales y especificos contra antigenos proteicos de C. neoformans
y C. gattii en sueros de pacientes con criptococosis e individuos sanos de Colombia. Metodologia:
Estudio de casos y controles que incluyd sueros de nifios y adultos con (n=109) y sin (n=119)
criptococosis de Colombia. Usando ELISA, se determinaron, en suero, los niveles totales de
inmunoglobulina (19)G, IgA e IgM asi como anticuerpos especificos contra proteinas
criptococécicas. Resultados: Generalmente, la produccion de 1gG total fue mayor en personas con
criptococosis que en sanas mientras que IgA e IgM total fueron mayores en personas sanas que con
criptococosis. Los niveles especificos de IgG, IgA e IgM tendieron a ser mayores en personas con
criptococosis que en sanas, y en adultos que en nifios, con una correlacion positiva entre reactividad
de los anticuerpos y edad. Todas las inmunoglobulinas fueron mas reactivas contra proteinas de C.
neoformans que de C. gattii. Se encontr6 una correlacion positiva entre los niveles de
inmunoglobulinas totales y especificas. Discusion: En pacientes con criptococosis de Colombia,
los niveles de inmunoglobulinas, totales y especificas, difieren con respecto a las personas sanas.
Se encontraron ademas variaciones en la produccion de inmunoglobulinas especificas entre adultos
y nifios con criptococosis y entre la reactividad de estos anticuerpos con antigenos proteicos de C.
neoformans y C. gattii, lo que resalta el potencial papel de la produccién de anticuerpos contra esta

micosis.

Palabras clave: Criptococosis, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, inmunoglobulinas,

Colombia.
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ABSTRACT

Introduction: Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii cause cryptococcosis, a life-
threatening mycosis that mainly affects immunocompromised adults worldwide. Objective: To
contrast total and specific antibodies against protein antigens of C. neoformans and C. gattii in sera
from patients with cryptococcosis and healthy individuals from Colombia. Methodology: Case-
control study that included sera from children and adults with (n=109) and without (n=119)
cryptococcosis from Colombia. Using ELISA, the total levels of immunoglobulin (1g)G, IgA and
IgM, as well as specific antibodies against cryptococcal proteins were determined in serum
samples. Results: Generally, the production of total IgG was higher in people with cryptococcosis
than in healthy people, while total IgA and IgM were higher in healthy people than with
cryptococcosis. Specific 1gG, 1gA and IgM levels tended to be higher in people with cryptococcosis
than in healthy people, and in adults than in children, with a positive correlation between antibody
reactivity and age. All immunoglobulins were more reactive against C. neoformans than against C.
gattii proteins. A positive correlation was found between total and specific immunoglobulin levels.
Discussion: In patients with cryptococcosis from Colombia, the levels of total and specific
immunoglobulins differ with respect to healthy people. Variations were also found in the
production of specific immunoglobulins between adults and children with cryptococcosis and
between the reactivity of these antibodies with protein antigens from C. neoformans and C. gattii,
which highlights the potential role of antibody production against this mycosis

Keywords: Cryptococcosis, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, immunoglobulins,

Colombia
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA

2.1. Planteamiento del problema

La criptococosis es una de las enfermedades flngicas mas graves que enfrentan los pacientes
inmunocomprometidos, en particular aquellos con sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), en todo el mundo. La enfermedad es causada por especies de levaduras patdgenas del
género Cryptococcus, principalmente Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii (1).
Globalmente, se estima que al afio se presentan casi 223 100 casos de criptococosis meningea, de
los cuales, alrededor de 181 100 pacientes fallecen, lo cual indica una letalidad de 81,2% (2).
Mientras que la criptococosis causada por C. neoformans se presenta principalmente en individuos
inmunocomprometidos, en especial aquellos infectados con el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), las infecciones causadas por C. gattii son méas frecuentes en pacientes inmunocompetentes
0 con factores de riesgo desconocidos o dificiles de determinar, en quienes se generan graves

secuelas y se requiere ain mas prolongados tratamientos (1, 3).

La infeccion tanto por C. neoformans como por C. gattii se produce por la inhalacion de levaduras
desecadas del medio ambiente, o posiblemente basidiosporas producidas sexualmente, las cuales
se encuentran en excreta de palomas (Columba livia) y otras aves, en suelo contaminado con dichas
excretas, asi como en material vegetal y en descomposicion de varias especies de arboles (4, 5).
Aunque se estima que la primera exposicion a C. neoformans ocurre a una temprana edad (~2 afios)
(6) y que la levadura puede permanecer latente por muchos afios en los pulmones, de donde se
puede diseminar posteriormente al sistema nervioso central (7), la prevalencia de la primera

infeccion o exposicion a C. gattii no ha sido establecida.

En Colombia, como en muchos otros paises y al igual que otras micosis, la criptococosis no es de
notificacién obligatoria. Sin embargo, con la vigilancia voluntaria realizada en varios
departamentos del territorio nacional, ha sido posible establecer que esta micosis causa altas tasas

de morbimortalidad y que la infeccion actia como un marcador centinela para la infeccion por
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VIH. Es asi, ademas, como se ha estimado que la tasa de incidencia en la poblacion general del
pais es de 2.4 casos por cada millon de personas, mientras que, en los pacientes con VIH/SIDA, la
incidencia aumenta a 1.1 casos por cada mil pacientes, siendo C. neoformans el principal agente

etoldgico de la enfermedad (8).

Por otra parte, al no ser una enfermedad de reporte obligatorio, en Colombia no se han establecido
diferencias regionales de exposicion ambiental a los agentes etiologicos de la criptococosis, lo cual
puede estar relacionado con las diferencias en la incidencia de la enfermedad que se han observado
en algunos departamentos (8, 9). Al determinar los niveles de anticuerpos contra proteinas totales
de C. neoformans y C. gattii en sueros de nifios y adultos con diagndstico de criptococosis de
diversos departamentos colombianos, puede ser posible determinar si existen diferencias sero-
epidemioldgicas y regionales de esta micosis, no solo como infeccion oportunista, afectando
inmunocomprometidos, sino también como infeccion primaria, afectando personas con un sistema
inmune normal. Este estudio busca ademas hacer un acercamiento para establecer la presencia de
anticuerpos contra proteinas totales de los agentes etioldgicos de la criptococosis en individuos
colombianos sin diagndstico clinico de esta micosis, tan jovenes como 1 afio, lo cual permitira
hacer una aproximacion a la edad en la cual ocurre la primera exposicion ambiental a cada especie
del hongo en el pais, asi como se ha reportado en otras regiones del mundo pero lo cual se
desconoce en Colombiay en la region latinoamericana. Hasta ahora, no se han reportado los niveles
de anticuerpos contra antigenos proteicos especificos de C. neoformans y C. gattii en una cantidad
de sueros significativa, incluidos sueros de nifios con y sin criptococosis. Por Gltimo, este estudio
pretende, en general, contribuir al entendimiento de esta micosis humanay al estudio de sus agentes

etioldgicos.

2.2. Justificacion

La criptococosis es una enfermedad micotica que amenaza la vida y afecta a los humanos y otros

vertebrados. Cada afio se reportan casos en todo el mundo, especialmente en pacientes con
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VIH/SIDA. Aunque la mayor carga de esta micosis se identifica en el Africa subsahariana, con una
mortalidad estimada entre el 50% y 70% de los casos (2), esta micosis es un importante problema
en muchos paises en via de desarrollo en donde el VIH no esta controlado en la poblacion afectada.
A pesar de que en Colombia esta micosis no es una enfermedad de notificacion obligatoria, con
estudios realizados por el Instituto Nacional de Salud a través de los datos de la encuesta
epidemiolégica de criptococosis en el pais, ha sido posible establecer la incidencia de la
criptococosis en diferentes periodos de tiempo. Entre los afios 1997 a 2003 se estimo una incidencia
de 0.23 casos por 100 000 personas, la cual aumentd a 0.25 casos por 100 000 personas entre 2004
y 2010, pero disminuyd a 0.17 casos por 100 000 personas en el periodo de 2011 a 2016 (8, 9).
Considerando la limitada informacion disponible en Colombia, sobre las diferencias geogréficas,
epidemioldgicas y la severidad de la enfermedad entre los agentes etiologicos de la criptococosis,
se requieren hacer nuevas investigaciones que permitan establecer diferencias en cuanto a la
respuesta inmune de los individuos, asi como diferencias en la reactividad de proteinas
criptococécicas que hacen de C. neoformans un patégeno oportunista y de C. gattii un patégeno
primario, principalmente. Teniendo en cuenta la morbilidad y la alta tasa de mortalidad de la
criptococosis, que en paises de economia de ingresos medios, como Colombia, alcanza el 60% de
los casos que no reciben tratamiento antifingico apropiado (2, 8), es necesario hacer aportes al
estudio de la epidemiologia de la enfermedad, incluyendo la estimacién de la prevalencia de
infeccion asintomatica en nifios y en adultos, la cual se puede obtener por medio de estudios
serologicos. Por ultimo, dichos métodos seroldgicos para el estudio de la criptococosis son escasos
en Colombia, por lo que este trabajo también pretende contribuir a la innovacion tecnoldgica en el
pais y a la implementacion de metodologias que se podran utilizar no sélo para el estudio de la
criptococosis, sino que se puedan aplicar al estudio de otras micosis. Los estudios seroldgicos
proporcionan la base para la comprension de la epidemiologia y la patogénesis de muchas

enfermedades infecciosas, incluyendo la criptococosis.
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2.3. Pregunta de investigacion

¢Cudles son las diferencias en los niveles de anticuerpos IgG, IgA e IgM, totales y especificos
contra proteinas de C. neoformans y C. gattii, obtenidos de sueros de nifios y adultos colombianos

con y sin diagnostico de criptococosis?
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3. MARCO TEORICO

La criptococosis es una micosis causada por levaduras patdgenas del género Cryptococcus,
mayoritariamente Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, las cuales se encuentran
distribuidas ampliamente en el medio ambiente, principalmente en los excrementos de algunas aves
y arboles de diversas especies (5, 10). Esta micosis se caracteriza por afectar inicialmente los
pulmones y después diseminarse al sistema nervioso central (SNC) causando meningitis o
meningoencefalitis, las cuales son las principales presentaciones clinicas (11). La criptococosis
causada por C. neoformans es significativamente mas frecuente a nivel mundial (>80% de los
casos) que la causada por C. gattii (<20% de los casos), ademas, mientras que C. neoformans afecta
principalmente a pacientes con VIH, los principales factores de riesgo para la infeccion por C. gattii

son muchas veces desconocidos o dificiles de determinar (1, 12)

En términos epidemiolégicos, C. neoformans y C. gattii, asi como sus serotipos y genotipos,
presentan diferencias en cuanto a la distribucién geografica y ambiental, los hospederos que afectan
y la presentacion clinica, y la virulencia y susceptibilidad a drogas antifungicas, lo cual es relevante

para el desenlace de la enfermedad y la terapia de eleccion.

3.1. Agentes etiologicos

El género Cryptococcus es un grupo polifilético de levaduras esféricas encapsuladas, clasificado
en el reino Fungi, filo Basidiomycota, clase Tremellomycetes, orden Tremellales, familia
Tremellaceae, que contiene mas de 80 especies, dentro de las cuales, C. neoformans y C. gattii son
las méas recocidas por ser patégenas humanas, aun cuando otras especies como Cryptococcus
albidus y Cryptococcus laurentii se han informado ocasionalmente como causas de infeccion (13).
En 1894 en Italia, Sanfelice aislo por primera vez C. neoformans de un jugo de durazno y lo nombré
Saccharomyces neoformans (14). En el mismo afio, Busse y Buschke proporcionaron la primera
descripcion de un caso de criptococosis y aislaron una levadura de una lesion similar a un sarcoma

en la tibia de una joven infectada que posteriormente fallecio por infeccion diseminada. Busse y
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Buschke llamaron al hongo Saccharomyces hominis, mientras nombraban la enfermedad
sacaromicosis hominis (15). Casi al mismo tiempo, Curtis estudié un hongo similar el cual fue
aislado de un tumor de la cadera de un paciente, pero al notar su diferencia con los cultivos de
Busse y Sanfelice, le dio el nombre de Saccharomyces subcutaneous tumefaciens. Debido a que
las levaduras de Sanfelice y Busse carecian de la formacion de ascosporas y de la fermentacion de
azucares que son caracteristicas del género Saccharomyces, Vuillemin, en 1901, reclasificd estas

dos levaduras como Cryptococcus neoformans y Cryptococcus hominis, respectivamente (16).

El neurotropismo caracteristico de C. neoformans fue reconocido por primera vez en 1914 por
Versé, y dos afios después por Stoddard y Cutler (17). Sin embargo, Stoddard y Cutler llamaron al
agente etioldgico Torula histolytica y la enfermedad "torulosis™ al malinterpretar que la capsula
fangica era evidencia de la accion histolitica fungica en el tejido del huésped. La confusion sobre
la identidad del agente etioldgico de la criptococosis persistio hasta que Benham, en 1935, realiz6
estudios exhaustivos con 22 cepas clinicas de Cryptococcus, incluyendo las levaduras de Sanfelice
y Busse que lo llevaron a concluir que todas las cepas de infecciones humanas pertenecian a una
especie con dos variedades basadas en diferencias serologicas. Desde entonces, se propuso
reemplazar "torulosis/meningitis por torula™ por “criptococosis” y conservar el nombre del hongo

como Cryptococcus neoformans (18).

La heterogeneidad antigénica criptococdcica fue confirmada en 1950 por Evans, quien identificd
tres serotipos, A, B 'y C, y por Vogel en 1966, quien describié un cuarto serotipo D (17).
Subsecuentemente, se separaron dos variedades de C. neoformans, teniendo en cuenta los
serotipos: C. neoformans var. neoformans para los serotipos Ay D y C. neoformans var. gattii para
los serotipos B y C. Entre 1975 y 1982, Kwon-Chung identifico una nueva morfologia que
denomind del género Filobasidiella y la especie Filobasidiella neoformans, la cual definia el estado
teleomorfo o sexual de C. neoformans var. neoformans, asi como Filobasidiella bacillispora, la
cual definia el estado teleomorfo de C. neoformans var. gattii. Con estas observaciones se
reconocio que la morfogénesis del estado asexual al sexual de estas levaduras se debe a su

capacidad de apareamiento entre tipos de pareja sexual opuestos a y alfa (19, 20). En 1999,
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C. neoformans var. grubii fue propuesta como una nueva variedad para el serotipo A, y
C. neoformans var. neoformans para el serotipo D, con base en importantes diferencias genotipicas
entre estos serotipos (21). En 2003, Kwon-Chung y colaboradores, observaron que las variedades
de las levaduras presentaban estructuras sexuales diferentes, por lo que merecian el nivel de
especies separadas, C. neoformans y C. gattii, con cuatro serotipos identificados por reacciones de
aglutinacion capsular, A, B, C, D y un hibrido AD. Durante varias décadas, estas dos especies que
también son especies altamente complejas entre si se reconocieron como el complejo de especies
C. neoformans/C. gattii (17, 22). Actualmente y desde el afio 2015, con base en estudios de
genotipificacién molecular, se propuso separar las dos variedades de C. neoformans, var. grubii y
var. neoformans, en dos especies diferentes, y nombrar cinco especies separadas dentro de C. gattii

(23), lo cual hasta el momento sigue presentando controversia.

En términos ecoldgicos, las dos especies son saprofiticas, ampliamente distribuidas en el medio
ambiente, y que presentan diferencias tanto en el habitat como en la distribucién geogréfica.
Mientras que C. neoformans tiene distribucion mundial y predileccion por suelos contaminados
con excrementos de aves, especialmente de palomas (C. livia), C. gattii se consideraba
anteriormente como una especie limitada a regiones tropicales y subtropicales, asociada con
diversas especies de arboles, particularmente eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis y E
Eucalyptus tereticornis) (5). Sin embargo, desde el brote de infeccién reportado en Vancouver,
Canada en 1999, se ha observado una clara capacidad de adaptacién de C. gattii a una variedad de
latitudes, aislandose en areas templadas de diferentes partes del mundo y en una gran variedad de
especies de arboles como abetos (Pseudotsuga menziesii, Tsuga heterophylla), eucaliptos rojos
(Corymbia ficifolia), higos (Ficus bogotanensis), entre otros, y también en material vegetal en

descomposicion (24, 25).

Aungue muchos animales domésticos y silvestres pueden desarrollar criptococosis sistémica y del
SNC, hasta el momento, no se ha encontrado evidencia de transmision zoonética de la enfermedad.

Sin embargo, por métodos de tipificacion molecular de los aislamientos recuperados de los
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pacientes y del medio ambiente en torno de estos pacientes, ha sido posible dar evidencia de la
adquisicién de la infeccion de fuentes ambientales, ya que se ha encontrado que los mismos

genotipos estan presentes tanto en la poblacién clinica como en la ambiental (26).

3.2. Descripcion de la patologia

La criptococosis es una enfermedad infecciosa potencialmente mortal, que inicia por la inhalacion
de células de levaduras desecadas y/o basidiosporas del medio ambiente (4, 11). Una vez en los
pulmones, donde pueden formar lesiones en masa o granulomas, las células de levadura se
diseminan al SNC, especificamente al cerebro y las meninges, causando meningitis aguda,
subaguda o cronica, asi como meningoencefalitis grave, que podria ser una condicion fatal si no se
trata (1, 27) (Figura 1). La criptococosis pulmonar presenta manifestaciones clinicas variables,
desde una infeccion asintomética, como un nddulo solitario, hasta una neumonia grave, con
sintomas de fiebre, tos productiva, dolor toracico y pérdida de peso (28). De manera similar a otros
hongos de importancia médica, los agentes etioldgicos de la criptococosis podrian esencialmente
infectar todos los érganos del huésped, causando infecciones que van desde lesiones cutaneas hasta

6rganos profundos (29, 30)

Aunque esta micosis se identificé hace mas un siglo, el nimero de casos aumento6 drasticamente
con la aparicion de la epidemia del SIDA en la década de 1980 (27), siendo actualmente la micosis
oportunista lider causando meningitis en pacientes con VIH (31-33). Sin embargo, ademas de las
infecciones por el VIH, existen otros factores predisponentes para la criptococosis y el niUmero de
casos de esta micosis aumenta constantemente con el uso cada vez mayor de terapias de
inmunosupresion en pacientes con trasplantes y cancer (34-36). La infeccion parece afectar
predominantemente a hombres adultos jovenes, aunque no se conoce ninguna evidencia
significativa para una distincion de susceptibilidad entre sexo, edad y razas. En los nifios, la
criptococosis tiene una incidencia significativamente menor que en adultos, incluso entre los
pacientes con SIDA (37-39).
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Figura 1. Representacion de la ruta de transmision de la criptococosis
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A\ .;‘») Proliferacién en el pulmén
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Infeccion del SCN Paso de la barrera
hemato-encefalica

Cryptococcus habita
en el medio ambiente

Fuente: adaptado de Kwon-Chung, et al. (1). Copyright © 2014 Cold Spring Harbor Laboratory

Press; todos los derechos reservados.

Como infeccion oportunista que afecta a huéspedes inmunodeprimidos, la criptococosis es causada
principalmente por C. neoformans, mientras que en individuos inmunocompetentes o con factores
de riesgo indeterminados, C. gattii ha sido reportado usualmente como responsable de la mayoria
de los casos de infeccion criptocococica, afectando no solamente a humanos sino animales
domesticos y silvestres (26, 40). Las manifestaciones clinicas también pueden diferir entre estas
dos especies. Mientras que C. neoformans causa pequefias lesiones pulmonares (observadas en los
rayos X) asociadas con la meningitis, C. gattii causa grandes masas inflamatorias (criptococomas)
y comunmente produce secuelas neuroldgicas que requieren cirugia y terapia antifungica a largo
plazo (41, 42). De esta manera, aunque la infeccion por C. neoformans se presenta principalmente
como meningoencefalitis, la infeccion pulmonar es considerablemente mas comdn con la infeccion

por C. gattii (1).
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3.3.  Criptococosis en Colombia

En Colombia, C. neoformans var. grubii, serotipo A, predomina en los casos clinicos de
criptococosis, asi como en las muestras ambientales. Sin embargo, C. gattii, serotipos B y C,
también se ha reportado causando infeccion y habitando diversos arboles como nicho ambiental,
especialmente los eucaliptos para el serotipo B, y los almendros (Terminalia catappa) como
potenciales hospederos para el serotipo C (43, 44). Hasta el momento, en el pais sélo se han

reportado seis casos de infeccion por el serotipo D, pero ninguno de muestras ambientales (45).

Figura 2. Distribucion de casos de criptococosis en Colombia 1997-2016

Incidencia -04

Numero de casos por
100 000 habitantes -03
M.,

-0,1
-0,05
-0,01

s

o

Fuente: adaptado de Escandon, et al. (8). J. of Fungi, Creative Commons Attribution License.

Con respecto a la incidencia de la infeccion, se estima que en la poblacion general de Colombia se
presentan, anualmente, 2.4 casos de criptococosis por millon de habitantes, siendo mayor en

pacientes VIH positivos, en quienes la incidencia es de 1.1 casos por cada mil pacientes (8, 46).
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No obstante, de los casos de criptococosis causados por C. gattii en el pais, que oscilan alrededor
de un 4%, més del 90% de los casos provienen de pacientes sin factores de riesgo definidos (47).
Ademas, cabe resaltar que Norte de Santander es el departamento con la mayor incidencia de
criptococosis en la poblacion general del pais (0.56 casos por cada 100 000 habitantes) (Figura 2)
(8). La criptococosis en Colombia, al igual que en el resto del mundo, es m&s comun en hombres
adultos jovenes, principalmente entre 26 a 40 afios, con una mortalidad cercana al 50% de los
pacientes (8). Sin embargo, en el pais se ha reportado una incidencia anual promedio de 0.017 casos

por mil menores de 16 afios (39).

3.4. Respuesta inmune

La criptococosis comienza con la inhalacion, hacia los pulmones, de células de levadura desecadas
en el aire, 0 posiblemente basidiosporas producidas sexualmente. Debido a que los propagulos son
pequefios (1.5 - 3.5 um), éstos alcanzan las vias aéreas distales y entran en contacto con los
macrofagos alveolares. Dichos macrofagos alveolares activados reclutan otras células inmunes a
través de citocinas y quimiocinas y provocan una respuesta Thl adecuada y una inflamacion
granulomatosa (32, 48, 49). Por otro lado, investigaciones en ratones han reportado la accién del
sistema del complemento donde éste juega un papel primordial frente a Cryptococcus, ya que
ratones con deficiencias en C3 no pueden activar la via del complemento alternativa, son mas

sensibles a la criptococosis (7, 50).

En un huésped normal, una respuesta inmune efectiva elimina la mayoria de las células de
Cryptococcus inhaladas. En contraste, en un huésped inmunocomprometido, las células
criptococécicas proliferan, se diseminan de manera hematdgena hacia el cerebro y al cruzar la
barrera hematoenceféalica se adaptan a los niveles subdptimos de oxigeno y condiciones
nutricionales del cerebro para multiplicarse y causar meningoencefalitis (51, 52). La infeccion del
SNC es por lo tanto la presentacion clinica mas comin de la criptococosis y la causa mas comun

de muerte. Otra infeccion criptococécica frecuente es la formacion de un pequefio complejo
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pulmén-linfatico donde las levaduras permanecen viables pero latentes y estos pacientes
permanecen clinicamente asintomaticos hasta la pérdida de la inmunidad local como resultado de
diversas causas, como el tratamiento con corticosteroides, la progresion de una infeccion por VIH
u otras afecciones inmunosupresoras (34, 35). Ante esta pérdida de inmunidad, las células de
levadura latentes se activan y comienzan a multiplicarse en el complejo pulmonar-ganglio linfatico

y se diseminan a sitios extrapulmonares (7, 50).

Con respecto a la inmunidad humoral, se sabe que la infeccidn criptocococica provoca una fuerte
y répida respuesta con la generacion de anticuerpos (6, 53), aunque el papel de estos anticuerpos
no se ha entendido del todo y no existen estudios clinicos ni serolégicos que asocien la presencia
y clase de anticuerpos con la persistencia de la infeccion, recaida, reactivacion y reinfeccion. Sin
embargo, varios estudios seroldgicos han determinado la reactividad y la prevalencia de
anticuerpos contra el polisacéarido glucuronoxilomanano (GXM), el componente principal de la
capsula criptococécica y el méas antigénico, en diferentes pacientes y grupos de control (54, 55).
Por el contrario, no hay tantos estudios que hayan explorado los anticuerpos producidos contra

antigenos proteicos no capsulares especificos de las dos especies criptococdcicas principales.

Se han descrito proteinas inmunorreactivas de C. neoformans y C. gattii que inducen respuestas
inmunitarias protectoras en ratones (12, 56, 57). Ademas, mediante inmunoprotedmica, se han
identificado antigenos proteicos asociados a la criptococosis que desempefian un papel en la
patogenia de la infeccion en roedores y koalas (53, 58, 59). En humanos, antigenos proteicos de
C. neoformans y C. gattii que reaccionan con la inmunoglobulina (1g)G también se han reconocido
en diversas poblaciones, incluidos adultos con criptococosis, con y sin infeccidn por VIH, asi como
en nifios y adultos sanos (6, 53, 60, 61). Ademas de IgG, se han identificado proteinas especificas
de C. neoformans que reaccionan con IgM e IgA en pacientes con criptococosis y personas sanas
(62-64). Mas recientemente, mediante un enfoque inmunoprotedmico y posterior expresion
recombinante, se identificaron proteinas de C. neoformans asociadas a la enfermedad y las cuales
son reactivas con anticuerpos IgG de sueros de pacientes adultos con y sin criptococosis de
Colombia (65).
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4. HIPOTESIS

Hipotesis Nula (Ho): Los niveles de anticuerpos (IgG, IgA e IgM) totales y especificos contra
proteinas de Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, son iguales entre los sueros de

adultos y nifios colombianos con y sin diagndstico de criptococosis.
Hipotesis Alternativa Ha: Los niveles de anticuerpos (IgG, IgA e IgM) totales y especificos contra

proteinas de Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, presentan diferencias entre los

sueros de adultos y nifios colombianos con y sin diagnostico de criptococosis.
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5.

5.1.

OBJETIVOS

Objetivo general

Contrastar los niveles de anticuerpos IgG, IgA e IgM, totales y especificos contra proteinas de

Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, en sueros de adultos y nifios colombianos con y

sin diagndstico de criptococosis.

5.2.

Objetivos especificos

Describir las caracteristicas sociodemogréaficas, clinicas y seroldgicas de la poblacion de
estudio.

Determinar los niveles de anticuerpos totales (1gG, IgA e IgM) en adultos y nifios de
Colombia con y sin diagnoéstico de criptococosis.

Determinar los niveles de anticuerpos especificos (IgG, IgA e IgM) contra proteinas de
C. neoformans y C. gattii en adultos y nifios de Colombia con y sin diagndstico de
criptococosis.

Hacer un acercamiento al establecimiento de la edad minima en la cual se identifican
anticuerpos contra proteinas criptocococicas, lo cual se relaciona con la edad en la que
ocurre la primera exposicion ambiental a C. neoformans y C. gattii en individuos sanos.
Determinar la asociacién que pueda existir entre las variables sociodemograficas y
clinicas de adultos y nifios colombianos con y sin diagndstico de criptococosis, con los
niveles de anticuerpos totales y especificos de dicha poblacién de estudio.
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6. METODOLOGIA

6.1. Enfoque metodoldgico de la investigacion

Se llevé a cabo un enfoque metodoldgico de tipo cuantitativo con un componente observacional

analitico de casos y controles aplicado al estudio de una enfermedad infecciosa causada por hongos.

6.2. Tipo de estudio

Estudio analitico de casos y controles, donde los casos correspondieron a pacientes con diagnéstico

de criptococosis y los controles a personas sanas, como se define en la descripcién detallada en 6.3

6.3. Poblacion

La poblacién de estudio estuvo integrada por dos grupos:

1. Pacientes con diagndstico de criptococosis
2. Personas sin diagnostico de criptococosis (personas sanas)

De estos dos grupos poblacionales se obtuvieron sueros sanguineos, de los cuales, se determinaron,
experimentalmente, los niveles de anticuerpos (IgG, IgA e IgM) tanto totales como especificos

contra proteinas de C. neoformans y C. gattii.

Pacientes con criptococosis: definidos como aquellos nifios y adultos que presentaron hallazgos
clinicamente consistentes con esta micosis, ya sea por hemocultivo positivo (cultivo de sangre)
para el aislamiento de C. neoformans o C. gattii y/o por deteccion de antigeno criptocococico en
suero, con base en el sistema de aglutinacion de latex CALAS® (Meridian Bioscience) (66). De

estos pacientes con criptococosis se obtuvieron sueros, los cuales hacen parte de la seroteca del
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Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud, y los cuales fueron obtenidos de sangre
tomada previamente para otros fines (ver seccion 7. Consideraciones Eticas), por lo tal, no hubo
recoleccion de datos de estos pacientes. No obstante, en su mayoria, estos pacientes contaban con
datos de edad, sexo y procedencia geografica (departamento colombiano), informacion sobre su
estado inmunologico, especificamente si el paciente tenia diagndstico de VIH en el momento de
hacer el diagnostico de la criptococosis, dado que éste es el principal factor de riesgo para
desarrollar esta micosis, si existe algun otro factor de riesgo asociado a la enfermedad y la especie
del agente etioldgico causando la criptococosis, la cual se identifico mediante métodos fenotipicos,
incluyendo la actividad de ureasa y la asimilacion de glicina en el medio azul de L-canavanina-

glicina-bromotimol (66).

Personas sin criptococosis: definidos como aquellos nifios y adultos que no hubieran presentado
sintomas ni hallazgos clinicos consistentes con criptococosis, u otra enfermedad infecciosa al
momento de su participacion en el estudio, y que su estado inmunolégico no se encontrara
comprometido, es decir, que la persona no tuviera diagndstico de VIH en el momento de hacer el
diagnostico de la criptococosis. De estos pacientes sin criptococosis se obtuvieron sueros de sangre
recolectada luego de haber firmado un consentimiento informado (ver seccién 7. Consideraciones
Eticas) en donde se manifiesta su aprobacion para participar en el estudio y donde se suministra
informacién de edad, sexo y procedencia geogréafica de la persona, informacion sobre su estado
inmunoldgico y si existe algun factor de riesgo asociado. Todas las muestras de sangre de personas
sanas fueron tomadas por venopuncion en tubo sin anticoagulante. Estos sueros estan actualmente
en preservacion y bajo custodia en el laboratorio del Grupo MICROS de la Universidad del

Rosario, sede Quinta de Multis.
Para los efectos de este estudio, se definido como adulto a toda persona cuya edad era mayor de 21

afios y como nifio a toda persona entre 0 y 21 afios, siguiendo las definiciones de las guias sobre el

diagnostico, prevencion y manejo de la criptococosis en pacientes infectadas con VIH (67).
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Criterios de inclusion:

1. Sueros de pacientes con diagndstico de criptococosis que contaran con datos de
procedencia geogréafica y al menos un dato sociodemogréafico (edad, sexo) y un dato
clinico (estado VIH, agente etiologico) adicionales.

2. Sueros de pacientes sin diagnostico de criptococosis y que no presentaran ninguna
enfermedad infecciosa aparente o diagnosticada en el momento de la toma de la muestra.

Criterios de exclusion:

1. Sueros de pacientes con diagnostico de criptococosis que no contaran con datos de
procedencia geogréafica ni con al menos un dato sociodemografico (edad, sexo) y un dato
clinico (estado VIH, agente etiol6gico).

2. Sueros de pacientes sin diagnostico de criptococosis que presentaran alguna enfermedad

infecciosa en el momento de la toma de la muestra.

6.4. Diseflo muestral

Se realizé un disefio muestral no probabilistico por conveniencia. Debido principalmente al tipo de
experimentacion requerida, la cual tiene un alto costo, el tamafio de muestra de cada grupo
estudiado (con y sin criptococosis), no podia exceder significativamente los 100 pacientes de donde
se obtuvieron los sueros. Por otro lado, si se considera el nimero total de casos de criptococosis
reportados en Colombia desde 1997 hasta 2016 (n=1974) (8), se podria calcular, con un nivel de
confianza de 95% y un margen de error de 5%, un tamafio de muestra ideal igual a 322 que
representaria la poblacion con criptococosis en el pais. Sin embargo, debido a que esta micosis no
es de notificacion obligatoria en Colombia, la mayoria de las veces no se envian muestras de suero
al Instituto Nacional de Salud, y muchas de ellas carecen de datos demograficos, por lo tal, no fue
posible incluir 322 muestras en este estudio. No obstante, si se considera la incidencia anual de la
criptococosis en Colombia, la cual es de 2,4 casos por millon de habitantes (8), es decir, 109,2

casos en promedio por afio, es posible calcular, un tamafio de muestra ideal igual a 86 (Estos
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calculos se hicieron a través de la pagina en internet https://www.calculator.net). De esta manera,

100 muestras, ademas de arrojar resultados significativos, representa el nimero de casos anuales
de criptococosis en adultos en Colombia (8). Debido al escaso nimero de casos de criptococosis

en nifos, se incluyeron todas las muestras existentes para este grupo de edad.

6.5. Diagrama de variables

Figura 3. Diagrama de variables
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IgG, IgA e IgM ESPECIFICOS

Fuente: elaboracion propia de los autores

6.6. Tabla de variables

Para este estudio se tuvieron en cuenta las siguientes variables de acuerdo con los objetivos
planteados. Los valores de anticuerpos obtenidos (variables seroldgicas) se analizaron con respecto

a los datos sociodemograficos y clinicos de los pacientes.
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Tabla 1. Tabla de variables

Variable Definicion Naturaleza Nivel Resultado
Edad Numero de afios cumplidos que  Cuantitativa Razon Afios
una persona ha vivido desde su  discreto
nacimiento
Sexo Condicion biol6gica que Cualitativa Nominal ~ Femenino
determina el género Masculino
Procedencia Lugar de residencia Cualitativa Nominal  Departamentos de
Colombia
Agente Especie causante de Cualitativa Nominal  C. neoformans
etiologico criptococosis C. gattii
Estado Existencia de algun tipo de Cualitativa Nominal  VIH+
inmunolégico  inmunosupresion por VIH VIH-
1gG total Concentracion de 1gG en suero Cuantitativa Derazobn  ug/ml
IgA total Concentracion de IgA en suero Cuantitativa Derazon  ug/ml
IgM total Concentracion de IgM en suero  Cuantitativa Derazon  ug/ml
IgG especifica  Densidad éptica (OD) de Cualitativa Intervalo OD
reactividad de IgG con proteinas
criptocococicas
IgA especifica  Densidad dptica (OD) de Cualitativa Intervalo OD
reactividad de IgA con proteinas
criptocococicas
IgM especifica Densidad Optica (OD) de Cualitativa Intervalo OD

reactividad de IgM con proteinas

criptococdcicas

Fuente: elaboracion propia de los autores

6.7.

Técnicas de recoleccion de informaciéon

Toda la informacidn para realizar el presente estudio fue recolectada de fuentes de informacion
secundarias a partir de dos registros. Primera, la base de datos suministrada por el Instituto
Nacional de Salud que contiene los datos de los pacientes de donde se obtuvieron las muestras de
suero provenientes de la seroteca del Grupo de Microbiologia y quienes presentaron hallazgos
clinicamente consistentes con criptococosis, en el periodo de tiempo comprendido entre 1995 hasta

2019. Segunda, la informacion demografica obtenida, posterior a la firma del consentimiento
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informado, de los individuos que no hubieran presentado sintomas ni hallazgos clinicos

consistentes con criptococosis ni otra enfermedad infecciosa y aceptaron participar en el estudio.

6.8. Metodologia experimental

Extraccion de proteinas totales de C. neoformans y C. gattii: Para la extraccion de proteinas se
utilizaron las cepas de referencia de C. neoformans, H99, y de C. gattii, HO058-1-2029, las cuales
representan los genotipos/serotipos mas comunes de estas especies causando criptococosis en
Colombia, VNI/A y VGII/B, respectivamente (8). Las proteinas criptocococicas totales se
extrajeron de ambas cepas, por separado, como se ha reportado anteriormente (59, 65), con algunas
modificaciones. Brevemente, cada cepa se recuperd de su almacenamiento a -80 °C en glicerol al
10%, por medio de su cultivo en agar dextrosa Sabouraud durante 48 horas a 27 °C. De cada cultivo,
se transfirid una sola colonia a un frasco con caldo dextrosa Sabouraud, el cual se incubd con
agitacion a 80 rpm y 30 °C durante 48 h. Posteriormente, las células se concentraron por
centrifugacion y se lavaron dos veces con sacarosa 250 mM. Luego, alrededor de 5 g de células
centrifugadas, se suspendieron en 5 ml de tampon de lisis 2X (Tris/HCI 10 mM pH 7,5
suplementado con EDTA 5 mM e inhibidor de proteasa 1X (Roche)) y 5 ml de una solucion que
contenia 8% de 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) y ditiotreitol
100 mM (DTT). Esta suspension se sirvié en un mortero, las células se congelaron con nitrégeno
liquido y se homogeneizaron dos veces consecutivas, mediante maceracion manual con mortero.
Para concentrar las muestras de proteinas y eliminar los contaminantes, incluidas las sales, los
detergentes y los carbohidratos, las proteinas se recuperaron mediante centrifugacion, después de
la precipitacion con acido tricloroacético (TCA) y la concentracién se midié con el equipo
NanoDrop™One/One (ThermoFisher Scientific) utilizando el método de Bradford (ThermoFisher

Scientific). Las muestras de proteinas se mantuvieron congeladas a -20 °C hasta su posterior uso.

Determinacion de inmunoglobulinas totales: Los niveles totales de 1gG, IgA e IgM de todos las

muestras de sueros se cuantificaron mediante ELISA (por sus siglas del inglés Enzyme-Linked

32



Immunosorbent Assay), como se ha descrito anteriormente (59, 65). Brevemente, por separado, se
recubrieron placas de fondo redondo de 96 pocos con 50 pl de 1gG-, IgA- 0 IgM- antihumana de
cabra (SouthernBiotech), respectivamente, las cuales estaban en una dilucion 1:1000 en tampon de
carbonato. Estas placas se incubaron durante la noche a 4 °C. Posteriormente, las placas se lavaron
una vez con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y Tween-20 al 0,05 % (PBST), se
bloguearon con tampdn de blogueo (PBS 1X, albumina de suero bovino (BSA) al 0,5 % y gelatina
al 0,1 %) durante 1 h a temperatura ambiente y se lavaron dos veces con PBST. Como estandares
para determinar la concentracion de cada inmunoglobulina, se utilizaron 1gG (0,5 pg/ml), IgA (2
pg/ml) e IgM (2 pg/ml) humanas (SouthernBiotech), respectivamente. Los sueros de la poblacién
del estudio se suspendieron en tampdn de bloqueo que contenia Tween-20 al 0,05%, a una dilucion
de 1:100.000 para IgG y 1:2.000 para IgA e IgM. Cada suero diluido se sirvié por triplicado en las
placas, las cuales se incubaron posteriormente, junto con las inmunoglobulinas estandar, durante
1,5 h a temperatura ambiente, para luego ser lavadas tres veces con PBST. La deteccién de la
reaccion se realizo con 1gG-, IgA- e IgM-antihumana de cabra marcada con peroxidasa de rabano
(HRP) (SouthernBiotech) y diluidas 1:4.000. Después de 2 h de incubacion, las placas se lavaron
cuatro veces con PBST vy se revelaron con 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) (Sigma-Aldrich).
Inmediatamente después de que los pocillos con la concentracién mas alta de cada anticuerpo
estandar alcanzaran una densidad dptica de 1,3 a 650 nm, se detuvo el revelado de las placas
afiadiendo H2SO4 0,5 M (Sigma-Aldrich). La lectura final de las placas se hizo a 450 nmy, teniendo
en cuenta la concentracion de los anticuerpos estandar, se calculd la concentracion de cada isotipo
de inmunoglobulina por cada muestra de suero, utilizando el programa del fotometro de
microplacas accuSkan FC (ThermoFisher Scientific).

Determinacion de inmunoglobulinas especificas: Las 1gG, IgA e IgM especificas contra las
proteinas totales de C. neoformans y C. gattii se determinaron, por separado, para todas las
muestras de suero como se describid anteriormente (59), con varias modificaciones. Por cada pozo,
las placas de ELISA se recubrieron con 0,5 ug de proteinas totales de C. neoformans o C. gattii,

respectivamente, y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, las placas se lavaron

33



una vez con PBST y el bloqueo se realiz6 con leche descremada al 5% disuelta en PBS (SM). Los
sueros se suspendieron en SM que contenia Tween-20 (SMT) al 0,05 %, a una dilucién de 1:100
para IgG y 1:25 para IgA e IgM. Cada suero diluido se sirvio por duplicado en las placas, y no por
triplicado, debido al volumen restringido de sueros. La deteccion se realizo 19gG-, IgA- e IgM-
antihumana de cabra-HRP, respectivamente (SouthernBiotech), diluidas 1:4.000. El desarrollo de
las placas se realiz6 con TMB durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad y se detuvo
con H2SO4 0,5 M antes de la determinacion de la densidad optica (DO) a 450 nm. El limite de
deteccidn para determinar IgG, IgA e IgM especificas frente a proteinas criptococécicas fue una
DO < 4,0 y >0,1 teniendo en cuenta que siempre se restaron los valores de los pozos en blanco.
Para todos los experimentos de ELISA, dichos pozos que se usaron como blancos, correspondian
a pozos incubados sin muestras de suero pero con todos los demas reactivos. No se realizd la

titulacion de los sueros debido al pequefio volumen de la mayoria de las muestras.

6.9. Instrumento de recoleccion de informacion

Se tomo la informacidn de la base de datos del Instituto Nacional de Salud, se obtuvieron los datos
sociodemogréaficos tales como sexo, edad, lugar de procedencia (departamento), agente etiol6gico
causando la criptococosis, estado inmunologico y factores de riesgo (Tabla 1). Toda la informacién
personal fue anonimizada. Posterior a la firma del consentimiento informado, se obtuvieron los
datos sociodemograficos tales como sexo, edad, lugar de procedencia (departamento), estado
inmunoldgico y factores de riesgo de los participantes sin hallazgos clinicos de criptococosis

(poblacion sana). Toda esta informacién fue almacenada en una base de datos.
Los datos del nivel de anticuerpos totales y especificos contra proteinas de C. neoformans y

C. gattii se obtuvieron del programa del equipo de microplacas fotometro accuSkan FC de la marca

ThermoFisher Scientific.
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6.10. Control de erroresy sesgos

Sesgo de seleccion: con un nivel de probabilidad muy bajo o nulo, debido a las caracteristicas de

la criptococosis, los factores de riesgo y las manifestaciones clinicas tan evidentes, este estudio

podria presentar sesgos de seleccion de participantes sanos, cuando éstos no hubieran manifestado

sintomas compatibles con criptococosis en el momento de diligenciar el consentimiento informado

y por lo tal, las muestras de suero recuperadas de estos pacientes se incluyeran dentro del grupo de

personas sanas. Por otro lado, el reducido nimero de participantes y por lo tal, muestras de varios

departamentos, asi como de nifios, no permitio establecer por completo algunas variaciones

geogréficas y por grupos de edad.

Sesgo de informacion

Sesgo en el registro del dato: escaso. Algunos sueros utilizados en los ensayos de ELISA
contaban con un reducido volumen, lo cual impidié hacer repeticiones o duplicaciones
de los experimentos.

Sesgo del instrumento: nulo o muy bajo. Para la determinacién de los niveles de
anticuerpos se utilizé un lector de microplacas de ELISA, el cual cuenta con un software
con calibracion adecuada para disminuir los sesgos que representan la utilizaciéon de
instrumentos que no cuentan con la sensibilidad necesaria para medir la variable. Este
equipo ademas permite la creacion de curvas de calibracién con medidas conocidas.
Sesgo de notificacion: nulo o muy bajo. En la recoleccién de la informacién de los
participantes sin hallazgos clinicos de criptococosis puede que éstos no notificaran su
real estado inmunoldgico y factores de riesgo.

Sesgo de la técnica: escaso. Aungue la sensibilidad de la técnica de ELISA es muy buena
para la determinacion de la concentracion de inmunoglobulinas totales, ya que utiliza
estandares con concentraciones conocidas, dicha sensibilidad disminuye en el momento
de detectar anticuerpos especificos, en especial en aquellas muestras de suero que tienen

una concentracion tan baja que no supera el limite de deteccion.
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6.11. Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

Teniendo en cuenta la naturaleza del estudio de corte analitica, la primera parte del analisis
consistio en la obtencion de medidas de tendencia central con sus correspondientes intervalos de
confianza para las variables cuantitativas. Para el caso de las variables cualitativas, la principal
medida fue la frecuencia con su correspondiente porcentaje. La segunda parte consistio en el
andlisis bivariado donde por medio de tablas de contingencia se empled la relacion de
probabilidades (Odds ratio) como medida de asociacion con su correspondiente intervalo de

confianza y valor de p.

Para el analisis descriptivo de las variables 1gG, IgA e IgM totales de pacientes con criptococosis,
se considero el coeficiente de asimetria teniendo un estadistico CA > 0, lo cual significa que las
variables IgG, IgA e IgM tienen una distribucion asimétrica positiva a la derecha. También se tuvo
en cuenta el coeficiente de curtosis teniendo el estadistico CC > 0, lo cual representa que las
variables 1gG, IgA e IgM tienen una distribucion leptocurtica. Para comprobar la normalidad de
las variables dependientes se utiliz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov con un nivel de
significancia del 5% (0,05).

Dada la no normalidad, para la comparacion de cada variable independiente (estado VIH, edad,
sexo, procedencia y agente etioldgico (C. neoformans y C. gattii)) con las variables dependientes
(IgG, IgA e IgM totales o especificas) se utilizé el estadistico de prueba U de Mann-Whitney como
andlisis bivariado. También se utilizo el coeficiente de correlacion de Sperman (p) para evaluar la
relacion entre las diversas variables, incluyendo la edad y el diagnéstico o no de criptococosis, con
y los niveles de anticuerpos totales y especificos.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa STATA version 18.0, SPSS version 25, la

herramienta en linea EasyMedStat (version 3.9; www.easymedstat.com) y el programa GraphPad

Prism v 7.05. La significancia estadistica se presenta de la siguiente manera: * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p < 0,001 y **** p <0,0001.
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Con los resultados de este estudio se escribio el manuscrito MIOC-2022-0145: Becerra-Alvarez
Paola, Escandon Patricia, Lizarazo Jairo, Quirés-Gomez Oscar, Firacative Carolina.
“Cryptococcus neoformans- and Cryptococcus gattii-specific 1gG, IgA and IgM differ among
children and adults with and without cryptococcosis from Colombia”, el cual fue sometido para

publicacién en la revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, el 20 de junio de 2022 (Anexo 1).
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

Se clasifico el estudio como de riesgo minimo segun la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud (Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para efectuar investigacion en seres
humanos en Colombia), ya que implicd, parcialmente, la extraccién de muestras sanguineas por
venopuncién que en condiciones normales no genera ningdn perjuicio para los participantes del
estudio. Se empled un consentimiento informado por escrito (Anexo 2), el cual fue diligenciado y
firmado en el momento de la obtencion de las muestras de sangre de los sujetos del estudio que
accedieron a participar o sus acudientes, en el caso de los menores de edad. Este documento incluye
el uso de las muestras en este estudio, el almacenamiento de dichas muestras y su uso posterior en
caso de que se llegaran a necesitar. Teniendo en cuenta la naturaleza del estudio y que se estaban
manipulando muestras bioldgicas, todos los experimentos se llevaron a cabo en un laboratorio de
bioseguridad tipo 111 (BSL3) del Grupo MICROS, de la Universidad del Rosario, sede Quinta de

Mutis, donde se utilizaron los elementos de proteccion personal (EPP) requeridos y necesarios.

Las muestras de pacientes con criptococosis, en quienes no se llevo a cabo venopuncion, fueron
utilizadas con la aprobacion del Comité Técnico de Investigacion (CTIN) y el Comité Etico de
Investigacion (CEIN) del Instituto Nacional de Salud, Bogota, Colombia, protocolo CEMIN N°
37-2017 (Anexo 3).

La identificacion de todos los pacientes y personas de donde se obtuvieron las muestras de suero y
sangre utilizadas en este estudio, fue anonimizada. El estudio cuenta con la aprobacion del Comité
de Etica en Investigacion de la Universidad del Rosario (CEI - UR), protocolo DVO005 931-
CV1073 (Anexo 4).
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8. RESULTADOS

8.1. Caracteristicas sociodemogréficas

En total se analizaron 230 sueros sanguineos de 111 (48,3%) pacientes con diagnostico de
criptococosis y de 119 (51,7%) personas sanas (Figura 4), quienes provenian de 7 departamentos
de Colombia (Tabla 2). Del total de la poblacion estudiada, el 65,2% se encontraba en edad adulta,
el 25,2% eran nifios, y el 9,6%, todos con criptococosis, no tenian dato de edad. En su mayoria, la
poblacion del estudio provenia de Bogota y Norte de Santander. De los pacientes con criptococosis,
92 (82,9%) pertenecian al sexo masculino, 17 (15,3%) al sexo femenino, y dos (1,8%) no contaban
con este dato. Entre las personas sanas, 42 (35,3%) eran hombres y el 77 (64,7%) mujeres (Tabla
2).

Figura 4. Distribucion porcentual de los sueros de pacientes con y sin criptococosis en la

poblacién de estudio

m C. neoformans
C. gattii

51,7% Sin dato

Sin criptococosis

0,9%

Fuente: elaboracion propia de los autores
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Tabla 2. Distribucion de la poblacion de estudio por edad, sexo y procedencia

; n cript i in cript i
Variable Con criptococosis  Sin criptococosis

n (%) n (%)
Grupo de edad Adulto 79 (71,2) 71 (59,7)
Nifio 10 (9,0) 48 (40,3)

Sin dato 22 (19,8) 0 (0,0
Total 111 (100) 119 (100)
Sexo Hombre 92 (82,9) 42 (35,3)
Mujer 17 (15,3) 77 (64,7)

Sin dato 2 (1,8) 0(0,0)
Total 111 (100) 119 (100)
Procedencia Bogota 62 (55,9) 82 (68,9)
Norte de Santander 39 (35,1) 33 (27,7)

Huila 5(4,5) 0 (0,0

Magdalena 2 (1,80 0(0,0)

Boyaca 1(0,9 4 (3,4)

Bolivar 1(0,9 0 (0,0)

Tolima 1(0,9) 0 (0,0
Total 111 (100) 119 (100)

Fuente: elaboracion propia de los autores

De los pacientes con criptococosis, 81 (73%) tenian un diagndstico de criptococosis por
C. neoformans, 28 (25,2%) por C. gattii y en dos (1,8%) pacientes no se determiné el agente
etioldgico (Figura 4). De los pacientes diagnosticados con C. neoformans y C. gattii, 54 (48,6%)
y 1 (0,9%), respectivamente, tenian un sistema inmunol6égico comprometido con diagndstico de
VIH positivo (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de la poblacion de estudio con criptococosis y diagndstico de VIH

C. neoformans C. gattii Sin dato Total
Estado VIH " o) n%%) 0 o) " %)
VIH positivo 54 (48,6) 1(0,9) 0(0,0) 55 (49,5)
VIH negativo 15 (13,5) 23 (20,7) 0(0,0) 38(34,2)
Sin dato 12 (10,8) 4 (3,6) 2 (1,8) 18 (16,2)
Total 81 (72,9) 28 (25,2) 2(1,8) 111 (100%)

Fuente: elaboracion propia de los autores
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8.2.  Niveles de anticuerpos totales

De las 230 muestras incluidas en el estudio, se analizaron 228 muestras que presentaban datos

completos; esto es, se excluyeron dos muestras de pacientes con criptococosis que carecian de datos

acerca del estado VIH, sexo y agente etiologico (Tablas 2 y 3). De esta manera, se determinaron

los niveles de anticuerpos totales (1gG, IgA e IgM) en adultos y nifios de Colombia con diagndstico

de criptococosis (n=109) (Tabla 4) y sin diagndéstico de criptococosis (n=119) (Tabla 5). Debido al

escaso volumen de algunas muestras de suero, no fue posible repetir algunos experimentos, por lo

tal, no todas estas muestras tienen valores de IgG, IgA e IgM totales. En general, la produccién de

IgG total fue mayor en pacientes con criptococosis que en controles sanos (Tabla 6),

independientemente del estado seroldgico respecto al VIH y de la edad. Por el contrario, los niveles

séricos de IgA e IgM fueron generalmente mas altos en los controles sanos que en los pacientes

con criptococosis, independientemente de la edad (Tabla 6).

Tabla 4. Analisis descriptivo de anticuerpos totales en pacientes con criptococosis

) ) ) Asimetria Curtosis
n Media Minimo - Maximo o o
Estadistico Desv. Error Estadistico Desv. Error
IgG (ug/ml) 109  13942,32  2156,00 - 53406,67 2,14 0,24 7,79 0,476
IgA (ug/ml) 105 488,13 53,22 - 3767,50 3,467 0,25 13,48 0,495
IgM (pg/ml) 109 775,69 118,17 - 2939,67 1,834 0,25 4,299 0,495

Fuente: elaboracion propia de los autores

Tabla 5. Analisis descriptivo de anticuerpos totales en personas sin criptococosis

Asimetria Curtosis
n Media Minimo - Maximo . .
Estadistico Desv. Error Estadistico Desv. Error
1gG (png/ml) 118 6459,91 155550 - 16796,67 0,908 0,233 0,188 0,442
IgA (pg/ml) 119 1564,53 114,27 - 5136,67 1,09 0,222 2,08 0,44
IgM (ug/ml) 119  1014,72 203,77 - 2831,50 1,05 0,222 0,772 0,44

Fuente: elaboracion propia de los autores
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Tabla 6. Comparacién de anticuerpos totales entre la poblacion con y sin criptococosis

Con criptococosis vs. Sin criptococosis
n Media en pg/mi Valor p
IgG 109 vs. 118 13942,32 vs. 6459,91  0,0001*
IgA  105vs. 119 488,13 vs. 1564,53 0,0001*
IgM 109 vs. 119 775,69 vs. 1014,72 0,002*
* Diferencia estadisticamente significativa

Fuente: elaboracion propia de los autores

Segun la prueba de normalidad, la distribucion de las variables IgG, IgA e IgM de pacientes con

criptococosis y de personas sanas son diferentes a la distribucion normal (Tabla 7 y Tabla 8).

Tabla 7. Pruebas de normalidad de anticuerpos totales en pacientes con criptococosis

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico gl  Sig.  Estadistico al Sig.
19G (ug/ml) 0,127 109 0,850 109

0
IgA (pg/ml) 0243 105 O 0,582 105
IgM (ug/ml) 0,154 109 0 0,834 109

o O o

Fuente: elaboracion propia de los autores

Tabla 8. Pruebas de normalidad de anticuerpos totales en personas sin criptococosis

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.
19G (pg/ml) 0,120 118 O 0,915 118 0
IgA (ug/ml) 0,098 119 0 0,937 119 0
IgM (pg/ml) 0,130 119 0 0,920 119 0

Fuente: elaboracion propia de los autores
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8.3. Asociacion entre niveles de anticuerpos totales

En los pacientes con criptococosis se busco una asociacion entre los niveles de anticuerpos totales
(IgG, IgA e IgM) utilizando el coeficiente de correlacion de Spearman, con un nivel de
significancia de 5% (0.05). El grado de asociacion entre IgG e IgA fue de p =-0.368 lo que indica
una asociacion negativa, es decir, que a medida que aumenta el 1gG, tiende a disminuir el IgA con
un valor p = 0.001 que indica que existe correlacion estadisticamente significativa. El grado de
asociacion entre 1gG e IgM es de p = -0.139 indicando también una asociacion negativa, con un
valor p = 0.0379 que indica que existe correlacion estadisticamente significativa. En cuanto a la
correlacion entre IgA e IgM, el grado de asociacion es de p = 0.451, lo que indica una asociacion
positiva, es decir, a medida que aumenta el IgA, tiende a aumentar el IgM, con un valor p = 0.001

que indica que existe correlacion estadisticamente significativa.

8.4. Anadlisis bivariado de anticuerpos totales

En los pacientes con criptococosis, se llevo a cabo la comparacion de la media de cada variable
dependiente (IgG, IgA e IgM) con las variables independientes (estado VIH, edad, sexo,
procedencia y agente etioldgico (C. neoformans y C. gattii)) utilizando el estadistico de prueba U
de Mann-Whitney. De esta manera, se determind que los niveles de IgG fueron mas altos en
pacientes VIH positivo en comparacién con los VIH negativos, asi como en adultos en
comparacion con nifios, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Similarmente,
los niveles de IgA e IgM fueron significativamente mas altos en pacientes VIH positivo y los
adultos presentaron niveles méas altos tanto de IgA como de IgM que los nifios. Los pacientes
infectados por C. neoformans produjeron mas IgG que los infectados por C. gattii, mientras que se
encontrd lo opuesto en la produccion de IgM e IgA, aunque estas diferencias fueron significativas
solo para IgM. Los niveles totales de IgG, IgA e IgM en pacientes con criptococosis no difirieron
en cuanto a las regiones geogréaficas (Bogota vs. Norte de Santander) de donde provenian los

pacientes ni entre hombres y mujeres (Tabla 9).
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Tabla 9. Analisis bivariado de anticuerpos totales en pacientes con criptococosis

Grupo (n) 1gG (ng/ml) IgA (ug/ml) IgM (png/ml)
Media (Valor p) Media (Valor p) Media (Valor p)
VIH+ vs. VIH- 16381,58 vs. 11207,23 585,72 vs. 402,60 911,47 vs. 497,00
(55 vs. 38) (0,006)* (0,004)* (0,001)*
Adulto vs. Nifio 14272,04 vs. 12579,98 541,68 vs. 199,35 776,13 vs. 697,88
(79 vs. 10) (0,683) (0,043)* (0,002)*
Cn. vs. Cg. 11558,87 vs. 10977,90 263,86 vs. 493,07 464,81 vs 517,99
(81 vs. 28) (0,037)* (0,098) (0,025)*
Bogoté vs. N. Santander 13100,01 vs. 12688,75 560,85 vs 392,16 882,85 vs. 720,13
(62 vs. 39) (0,726) (0,222) (0,180)
Hombres vs. Mujeres 13993,46 vs. 13666,12 518,69 vs. 329,97 795,69 vs. 667,50
(92 vs. 17) (0,590) (0,267) (0.194)

*Diferencias estadisticamente significativas p <0.05.

Cn.: C. neoformans, Cg.: C. gattii. N. Santander: Norte de Santander

Fuente: elaboracion propia de los autores

En las personas sin criptococosis, también se llevd a cabo la comparacion de la media de cada

variable dependiente (1gG, IgA e IgM) con las variables independientes (edad, sexo y procedencia)

utilizando el estadistico de prueba U de Mann-Whitney. De esta manera, se determind que los

niveles totales de IgG fueron similares en nifios y adultos sanos, mientras que IgA fue superior en

adultos e IgM en nifios. Por otro lado, los niveles totales de IgG fueron mas altos en pacientes de

Bogoté que de Norte de Santander y los niveles totales de IgM fueron mas altos en mujeres que en

hombres (Tabla 10).

Tabla 10. Andlisis bivariado de anticuerpos totales en personas sin criptococosis

Grupo (n)

19G (pg/ml)
Media (Valor p)

1gA (pg/ml)
Media (Valor p)

IgM (pg/ml)
Media (Valor p)

Adulto vs. Nifio

6611,76 vs. 6238,45

1738,88 vs. 1306,64

919,50 vs. 1155,56

(71 vs. 48) (0,562) (0,006)* (0,022)*
Bogota vs. N. Santander 7211,29 vs.4821,88 1645,13 vs. 1408,78  1027,92 vs. 972,11
(82 vs. 33) (0.001)* (0,187) (0,631)
Hombres vs. Mujeres 5673,99 vs. 6878,38 1738,16 vs. 1469,38 866,03 vs. 1095,82
(42 vs. 77) (0,067) (0,101) (0,031)*

*Diferencias estadisticamente significativas p <0.05
N. Santander: Norte de Santander

44

Fuente: elaboracion propia de los autores



8.5. Niveles de anticuerpos especificos

Los niveles de anticuerpos IgG, IgA e IgM especificos, es decir, que son reactivos contra proteinas
totales de C. neoformans (Cn) y C. gattii (Cg), fueron determinados tanto en pacientes con
diagnostico de criptococosis como en personas sin diagnostico de criptococosis, segun la densidad
Optica (OD por su sigla en inglés Optical Density) medida a través de pruebas de reaccién antigeno-
anticuerpo (ver seccién 6.8 o Anexo 1). Nuevamente, debido al escaso volumen de algunas
muestras de suero, no fue posible repetir algunos experimentos, por lo tal, no todas estas muestras
tienen valores de IgG, IgA e IgM especificos. En general, la reactividad promedio de IgG, IgA e
IgM con proteinas de C. neoformans fue mayor en sueros de pacientes con criptococosis, mientras
que la reactividad promedio de IgA e IgM con proteinas de C. gattii fue mayor en sueros de

personas sanas, aunque estas diferencias no tuvieron siempre significancia estadistica (Tabla 11).

Tabla 11. Comparacién de anticuerpos especificos entre la poblacion con y sin criptococosis

Con criptococosis vs. Sin criptococosis

n (Media de OD) Valor p
Cn-lgG 109 vs. 119 1,94 vs. 1,78 0,322
Cg-lgG 109 vs. 119 1,61 vs. 1,57 0,810
Cn-lgA 106 vs. 119 1,19 vs. 0,66 0,0001*
Cg-lgA 106 vs. 119 0,91vs. 1,04 0,368
Cn-IlgM 106 vs. 119 1,18 vs. 1,02 0,168
Cg-lgM 106 vs. 119 0,53 vs. 0,70 0,067

* Diferencia estadisticamente significativa
Cn.: C. neoformans, Cg.: C. gattii.

Fuente: elaboracion propia de los autores

Sin embargo, la reactividad promedio de 1gG e IgM fue significativamente mayor con proteinas de
C. neoformans que de C. gattii, no solo en sueros de pacientes con criptococosis sino también en

sueros de personas sanas. No obstante, aunque en pacientes con criptococosis la reactividad de IgA
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con proteinas de C. neoformans también fue significativamente mayor que la reactividad de este
anticuerpo con proteinas de C. gattii, en personas sanas IgA reacciond significativamente méas con

proteinas de C. gattii que con proteinas de C. neoformans (Tabla 12).

Tabla 12. Andlisis de anticuerpos especificos Cn vs. Cg en la poblacién con y sin criptococosis

Con criptococosis Sin criptococosis

obficesw] VAP T op [icosu Valorp
Cn-lgG 1,04 [1,697 - 2177] — 1,78[1576-1,079] N
Cy-lgc  1,61[1355-1855] 090" 1s7[1374-1760] 002
Cn-lgA 1,19 [0,945 - 1,434] . 0,66 [0,541 - 0,788] .
Cg-lgA  0,91[0691-1130] 0933 104[0872-12007 2000
Cn-lgM 118 [0989-1371] ) oo 102[0802-1144] (oo

Cg-lgM 0,53 [0,404 - 0,663] 0,7 [0,579 - 0,826]
IC 95%: Intervalo de confianza de 95%. * Diferencia estadisticamente significativa
Cn.: C. neoformans, Cg.: C. gattii. OD: densidad éptica

Fuente: elaboracion propia de los autores

Adicionalmente, en toda la poblacion estudiada, hubo una fuerte correlacion lineal positiva entre
la reactividad de los anticuerpos con proteinas de C. neoformans y la reactividad de los anticuerpos
con proteinas de C. gattii, de acuerdo con el coeficiente de correlacion de Spearman (p). Relacion
Cn-lgG con Cg-IgG (p = 0.6 y p < 0.0001), relacion Cn-1gA con Cg-IgA (p=0.94 y p <0.0001) y
relacién Cn-IgM con Cg-IgM (p =0.92 y p < 0.0001).

8.6. Analisis bivariado de anticuerpos especificos

En los grupos estudiados, se llevd a cabo la comparacion de la media de la OD, la cual indica el
nivel de anticuerpos especificos contra proteinas de C. neoformans o de C. gattii, con respecto a la
edad de los pacientes, utilizando el estadistico de prueba U de Mann-Whitney. En general, las OD
de IgG especificas contra las proteinas de C. neoformans y C. gattii fueron mas altas en adultos
que en nifos, con Yy sin diagnostico de criptococosis (Figuras 5A y 5B), aunque las diferencias no

siempre fueron estadisticamente significativas. De manera similar, las OD para IgA especificas
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(Figuras 5C y 5D) e IgM (Figuras 5E y 5F) contra las proteinas de C. neoformans y C. gattii

tendieron a ser méas altas en adultos, en comparacion con los nifios, aunque ninguna de estas

diferencias tuvo significacion estadistica.

Figura 5. Anticuerpos especificos en la poblacion de estudio
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Fuente: elaboracion propia de los autores
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De acuerdo con el coeficiente de correlacion de Spearman (p) se encontr6 ademas una correlacion
lineal positiva entre la IgG especifica y la edad (p <0,22 y p <0,05), pero no se encontrd correlacion
estadisticamente significativa entre las IgA especificas o las IgM especificas y la edad (p <0,1yp
> 0,05).

Independientemente de la especie de Cryptococcus, la reactividad de los anticuerpos especificos
IgG, IgA e IgM no difirié entre adultos con criptococosis y adultos sanos, ni entre nifios de ambos
grupos (p >0,05). En pacientes con criptococosis, las 1gG, IgA e IgM especificas frente a proteinas
de C. neoformans y C. gattii no difirieron con el estado inmunoldgico (VHI positivo vs. VIH

negativo), el sexo, la especie causante de la infeccion ni con la region geografica (p > 0,05).

8.7. Asociacion entre anticuerpos totales y especificos

En todos los sueros de adultos y nifios, tanto con criptococosis como sin criptococosis, se encontro
una correlacion lineal positiva entre los niveles totales y especificos de cada anticuerpo IgG, IgA e
IgM, independientemente de la especie de Cryptococcus de la que se extrajeron las proteinas. Sin

embargo, la significacién estadistica de la correlacion difirié entre los anticuerpos (Tabla 13).

Tabla 13. Correlacion entre anticuerpos totales y especificos en la poblacion de estudio

Con criptococosis Sin criptococosis

Correlacion ) Valor p p Valor p
Cn-lgG e 1gG total 0,097 0,322 0,242  0,009*
Cg-1gG e 1gG total 0,102 0,294 0,130 0,162
Cn-1gA e IgA total 0,161 0,105 0,187 0,042*
Cg-1gA e IgA total 0,109 0,276 0,234  0,01*

Cn-IgM e IgM total 0,323 0,001* 0,237 0,01*
Cg-1gM e IgM total 0,347 0,0001* 0,176 0,056

*Diferencia estadisticamente significativa
Cn.: C. neoformans, Cg.: C. gattii

Fuente: elaboracion propia de los autores
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8.8. Asociacidn entre las variables sociodemogréficas y clinicas de adultos
y nifios colombianos con y sin diagndstico de criptococosis, con los
niveles de anticuerpos totales y especificos de dicha poblacion de
estudio.

Se explord la asociacion entre las variables “niveles totales y especificos de cada anticuerpo IgG,
IgA e IgM” con las variables “edad, sexo y procedencia”. Para el analisis de regresion logistica

binaria se tomaron los registros validos para cada una de éstas, al excluir los datos perdidos.

Al evaluar la asociacion de presentar 0 no criptococosis con los niveles de anticuerpos totales, se
encontrd que la produccién total de IgG y de IgA se asocia con la presentacion de la enfermedad,
mientras que no se asocia con la produccidn total de IgM (Tabla 14). Por otra parte, los anticuerpos
IgA e IgM especificos, independientemente de la especie de Cryptococcus causando la infeccion,
indican que su presencia si se asocia con esta micosis. Sin embargo, existe una mayor asociacion
entre presentar criptococosis y el nivel de anticuerpos IgA e IgM especificos contra C. neoformans
que la asociacion que existe entre presentar criptococosis y el nivel de anticuerpos IgA e IgM
especificos contra C. gattii, como se puede ver con los valores OR (85,126 vs. 0,016 para IgA 'y
4,454 vs. 0,104 para IgM) (Tabla 15).

Tabla 14. Asociacién entre presentar o no criptococosis con anticuerpos totales

95% C.l. para EXP(B)

Variable B Errorestandar Wald gl  Sig. Exp (B) Inferior Superior
IgG (ug/ml) 0,000 0,000 36,964 1 0,000 1,000 1,000 1,001
IgA (ug/ml)  -0,002 0,000 32,300 1 0,000* 0,998 0,997 0,998
IgM (ug/ml) 0,000 0,000 0012 1 0913 1000 0999 1,001

Constante  -1,679 0,628 7136 1 0,008 0,187 - -

*Diferencia estadisticamente significativa

Fuente: elaboracion propia de los autores
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Tabla 15. Asociacién entre presentar o no criptococosis con anticuerpos especificos

95% C.1. para EXP(B)

Variable B Error estindar Wald ¢l Sig.  Exp (B) ) )
Inferior Superior

Cn-lgG  -0,089 0,181 0239 1 0625 0915 0,641 1,306
Cg-lgG 0,055 0,193 0082 1 0,774 1,057 0,724 1,544
Cn-lgA 4,444 0,729 37,203 1 0,000 85,126 20,411 355,027
Cg-lgA  -4,129 0,693 35490 1 0,000 0,016 0,004 0,063
Cn-IgM 1,494 0,428 12,162 1 0,000 4,454 1,924 10,313
Cg-lgM  -2,266 0,576 15,463 1 0,000 0,104 0,034 0,321

Constante  -0,551 0,382 2084 1 0149 0,576 - -

*Diferencia estadisticamente significativa
Cn.: C. neoformans, Cg.: C. gattii

Fuente: elaboracion propia de los autores

Con respecto al sexo de los pacientes con criptococosis y de las persona sanas, no se observo

ninguna asociacion con el nivel de anticuerpos totales. Sin embargo, se observé que pertenecer al

sexo masculino deriva en una mayor asociacion con los niveles de anticuerpos especificos IgA e

IgM (Tabla 16). Para IgA especifico contra proteinas de C. neoformans se encontr6 una mayor

probabilidad de presentar niveles altos comparado con los valores de IgA especifico contra
proteinas de C. gattii (OR 3,014 vs. 0,487) (Tabla 16).

Tabla 16. Asociacién entre ser del sexo masculino o femenino con anticuerpos especificos

95% C.I. para EXP(B)

Variable B Error estandar  Wald gl  Sig. Exp (B) Inferior _ Superior
Cn-lgG  -0,280 0,147 3654 1 0,05 0,755 0,567 1,007
Cg-lgG 0,081 0,152 0,283 1 059 1,084 0,804 1,462
Cn-lgA 1,103 0,297 13,804 1 ,000* 3,014 1,684 5,393
Cg-lgA  -0,719 0,270 7121 1 ,008* 0,487 0,287 0,826
Cn-lgM 0,126 0,295 0,183 1 0,669 1,135 0,636 2,023
Cg-lgM  -0,757 0,353 4591 1 0,032* 0,469 0,235 0,937

Constante 0,791 0,319 6,134 1 0,013 2,205

*Diferencia estadisticamente significativa
Cn.: C. neoformans, Cg.: C. gattii

Fuente: elaboracion propia de los autores
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Con respecto a la edad de los pacientes con criptococosis y de las persona sanas, no se observo
ninguna asociacion con el nivel de anticuerpos totales. Sin embargo, se observo una asociacion
entre ser adulto con mayor niveles de anticuerpos especificos IgG contra C. neoformans y mayor
niveles de anticuerpos especificos IgM contra C. gattii. Para IgA, se encontr6 una asociacion entre
ser adulto y tener mayor nivel de anticuerpos especificos, independiente de la especie, pero con
mayor probabilidad para C. gattii (OD 2,046 vs. 0,310) (Tabla 17).

Tabla 17. Asociacion entre ser adulto o nifio con anticuerpos especificos

95% C.I. para EXP(B)

Variable B Error estandar  Wald gl Sig.  Exp (B) Inferior  Superior
Cn-lgG  -1,031 0,249 17,133 1 0,000* 0,357 0,219 0,581
Cg-lgG 0,263 0,219 1,442 1 0,230 1,300 0,847 1,996
Cn-lgA -1,171 0,452 6,705 1 0,010* 0,310 0,128 0,752
Cg-lgA 0,716 0,360 3,952 1 0,047* 2,046 1,010 4,144
Cn-IlgM  -0,542 0,406 1,781 1 0,182 0,581 0,262 1,289
Cg-lgM 1,556 0,434 12,838 1 0,000* 4,739 2,023 11,099

Constante -0,386 0,402 0,923 1 0,337 0,680 - -

*Diferencia estadisticamente significativa
Cn.: C. neoformans, Cg.: C. gattii

Fuente: elaboracion propia de los autores

Con respecto a la procedencia de los pacientes con criptococosis y de las personas sanas, Bogota y
Norte de Santander, no se observd ninguna asociacion con el nivel de anticuerpos totales. Por otro
lado, si bien se planted realizar el andlisis de la asociacidn entre las variables sociodemograficas
de procedencia con los anticuerpos especificos para C. neoformans y C. gattii, la prueba émnibus
de coeficientes de modelo no presentd una diferencia significativa que permitiera interpretar el
modelo logistico (Tabla 18).

Tabla 18. Asociacion entre provenir de Bogota o Norte de Santander con anticuerpos especificos

Chi-cuadrado al Sig.
Paso 6,237 6 0,397
Bloque 6,237 6 0,397

Fuente: elaboracion propia de los autores
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9. DISCUSION

El papel de la inmunidad humoral frente a la criptococosis sigue siendo incierto. Sin embargo,
varios anticuerpos, predominantemente IgG, que son reactivos con GXM, melanina y con diversas
proteinas criptococdcicas, han sido identificados desde ya hace algin tiempo, no solo en pacientes
con criptococosis sino también en huéspedes sin manifestaciones clinicas o sin antecedentes de
infeccion criptocococica previa (54, 55, 68). Nuestro estudio apoya estos hallazgos, ya que muestra
que no solo la IgG sérica, sino también los anticuerpos IgA e IgM reaccionan con antigenos
proteicos tanto de C. neoformans como de C. gattii, y que estos anticuerpos estan presentes no solo
en sueros de adultos con y sin infeccidn criptococdécica, sino también en sueros de nifios con

criptococosis, cuyos casos son muy poco comunes de encontrar, asi como en sueros de nifios sanos.

Al igual que otros estudios, en la cohorte de Colombia, los pacientes con criptococosis con VIH
presentaron niveles significativamente mas altos de IgG, IgA e IgM totales en comparacion de
aquellos pacientes sin infeccién por VIH, lo que podria estar relacionado con los defectos en la
inmunidad mediada por células y la hipergammaglobulinemia que son notorios en personas
infectadas con VIH (69-71). En particular, los pacientes con criptococosis causada por
C. neoformans produjeron niveles mucho mas altos de todos los anticuerpos, en comparacién con
los pacientes infectados por C. gattii, lo que se correlaciona con la proporcién de personas
infectadas por el VIH afectadas por cada especie, que, en nuestro estudio, representaron el 66,7%
y el 3,6% de los casos, respectivamente. A nivel mundial, los casos de infeccidn por C. gattii que
afectan a pacientes con VIH se reportan raramente, como ocurre en Colombia (72-74) . Ademas, al
analizar pacientes con criptococosis, pero sin VIH, los niveles de IgG, IgA e IgM no difirieron
entre los pacientes afectados con uno u otro agente etioldgico.

Mientras que los niveles totales de 1gG fueron mucho mas bajos en nuestros pacientes sanos, los
niveles totales de IgA e IgM parecen disminuir significativamente durante la criptococosis,
independientemente del estado del VIH, lo que contrasta con otros informes. Sin embargo, la

relacién entre los niveles séricos de inmunoglobulinas y el VIH podria diferir entre los estudios,
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no solo por la metodologia utilizada para medir las concentraciones de anticuerpos, sino también
porque la respuesta inmune que depende de la etapa clinica de la infeccion por VIH de los
pacientes, que se desconoce en nuestro estudio, asi como del efecto de la criptococosis en si y del

agente etioldgico causante de la micosis (63, 71, 75, 76).

La reactividad de los anticuerpos 1gG, IgA e IgM contra proteinas criptococdcicas especificas, que
se correlacionaron directamente con los niveles totales de 1gG, IgA e IgM, respectivamente, tendio
a ser mayor en pacientes con criptococosis en comparacion con personas sanas. Aunque estas
diferencias no siempre fueron estadisticamente significativas, éstas pueden ser reales, verdaderas
y quizas clinicamente relevantes (77, 78). Las proteinas criptocococicas podrian provocar un nivel
mas alto de anticuerpos especificos durante la infeccién, lo cual ha sido reportada por otros
investigadores, no solo en la criptococosis murina sino también en la infeccion en humanos (53,
56, 57, 63, 79). A largo plazo, el anédlisis de las respuestas 1gG, IgA e IgM a proteinas
criptococécicas especificas podria ayudar a identificar antigenos inmunodominantes que son
protectores, no protectores o perjudiciales durante la criptococosis. Se sabe que, dependiendo del
isotipo, la especificidad e incluso los factores del huésped, ciertos anticuerpos pueden alterar el

curso de una infeccion fangica en beneficio o dafio del huésped (76, 80).

Al comparar la reactividad de 1gG, IgA e IgM con antigenos proteicos de cada uno de los
principales agentes etiolégicos de la criptococosis, encontramos que todas las inmunoglobulinas
séricas reaccionan significativamente mas con las proteinas C. neoformans que con las proteinas
de su especie hermana, C. gattii. Suponiendo que hay exposicion ambiental, estos hallazgos
concuerdan con el hecho de que, no solo en Colombia, sino a nivel mundial, C. neoformans
prevalece en nichos ecoldgicos sobre C. gattii (1, 5, 74). En Australia y Papla Nueva Guinea,
donde las infecciones por C. gattii son mucho mas comunes que las de C. neoformans (73, 81), se
han reportado algunas diferencias sero-epidemiologicas que dependen del agente etioldgico
causante de la infeccion. Los pacientes con criptococosis por C. gattii procedentes de Australia
presentaron niveles méas altos y una mayor prevalencia de IgG e IgA frente a GXM que aquellos

con infeccién por C. neoformans, posiblemente porque C. gattii es mas inmunogénico y la
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infeccion tarda més en ser diagnosticada (54). Sin embargo, a diferencia de nuestro estudio, el
estudio en Australia no determind la prevalencia de anticuerpos contra proteinas especificas de C.
gattii, sino solo contra antigenos polisacaridos de C. neoformans, lo que podria generar reactividad
cruzada y resultados sesgados. En Papua Nueva Guinea, se informé que los adultos con meningitis
por C. gattii tenian niveles mas altos de IgG contra antigenos de proteinas no capsulares de la
misma especie en comparacion con nifios y pacientes sanos (82), lo cual es comparable con un
hallazgo notable en nuestro estudio. En la cohorte colombiana, las inmunoglobulinas séricas,
especialmente 1gG, de adultos con criptococosis y sanos, tendieron a ser mas reactivas con las
proteinas criptocococicas que las inmunoglobulinas de nifios con criptococosis y sanos,
respectivamente, con la observacion de que la reactividad de anticuerpos aumenta con la edad. En
conjunto, nuestros hallazgos apoyan la idea de que, desde la infancia, las personas estan
constantemente inmunizadas por la exposicion cronica de ambas especies criptococdcicas,
principalmente C. neoformans. El hallazgo de IgG, IgA e IgM especificas contra proteinas
criptococdcicas en sueros de personas sanas de tan solo 1 afio, permitié ademas estimar que, en
Colombia, los nifios estan expuestos al hongo a una edad muy temprana, de manera similar que lo
reportado en el Bronx en Nueva York, donde los sueros 1gG de nifios entre 1,1 a 2 afios de edad

fueron el grupo més joven que demostro reactividad contra proteinas de C. neoformans (6).

Aunque se ha reportado que la prevalencia de infeccidn asintomatica por C. neoformans en nifios
varia geograficamente, explicada posiblemente por una asociacion con diferencias en la exposicion
ambiental a la levadura (60), en nuestro estudio no se encontraron diferencias seroldgicas entre
pacientes de Bogota y Norte de Santander, a pesar de la diferencia significativa entre la incidencia
de criptococosis en estas dos regiones (8), lo cual podria deberse a otros factores, como las

caracteristicas del huésped.

Las observaciones generales de nuestro estudio, con respecto a las respuestas diferenciales de 1gG,
IgA e IgM a los antigenos proteicos, tanto de C. neoformans como de C. gattii en pacientes con
criptococosis y personas sanas en diferentes grupos de edad, podrian tener implicaciones

importantes para la prevencion y el tratamiento de la criptococosis. Se pueden realizar estudios
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protedmicos adicionales para identificar proteinas reactivas que son especificas de la enfermedad,
especificas de la especie y/o especificas de la edad, y que pueden evaluarse para el desarrollo de
estrategias de vacunas no solo para la prevencion de la criptococosis, sino también con el objetivo
de controlar la reactivacion de esta micosis, ya que la exposicion ambiental a las levaduras ocurre
desde la infancia. Como ya se ha sugerido previamente, la respuesta de las células B y los
anticuerpos son necesarios en el aclaramiento normal de las células criptococdcicas en el cuerpo
(83), por lo tal, es posible que las respuestas especificas de 1gG, IgA e IgM a los antigenos proteicos
puedan ser también importantes, de manera similar a la produccion de anticuerpos contra el
polisacérido capsular principal GXM, que se ha correlacionado con un mejor prondstico tanto en
las infecciones por C. neoformans como aquellas causadas por C. gattii (84, 85).
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10. LIMITACIONES Y CONCLUSIONES

10.1. Limitaciones

La ausencia de algunos datos sociodemogréaficos y clinicos de los pacientes hizo que los anlisis y
comparaciones hechas no siempre tuvieran el mismo nimero de datos. Por otro lado, el volumen
de suero limitado en algunos casos impidio que todos los pacientes contaran con datos del nivel de
anticuerpos totales y especificos y tampoco permitié que se hiciera la titulacion de los sueros, lo
cual aumenta la sensibilidad de la deteccion de dichos anticuerpos. Actualmente no existe otra
técnica, comparable en costos y en facilidad con la técnica de ELISA, que permita la deteccién de
anticuerpos especificos contra proteinas totales de hongos. La inclusion de pacientes
principalmente de Bogot4 y Norte de Santander impidio que se pudieran analizar datos de otras
regiones del pais. El pequefio nimero de casos de criptococosis en nifios limita que se puedan

incluir un nimero mas grandes de pacientes de este grupo de edad.

Los controles no estan relacionadas con los casos, debido a que la poblacion caso (con
criptococosis) fue tomada de manera retrospectiva mientras que la poblacion control fue
prospectiva (sin criptococosis). Para el analisis de regresion lineal se tomaron los registros validos
para cada variable, excluyendo los datos perdidos. No se pudo realizar un analisis con la variable

VIH debido a que la poblacién control no presentaban esta condicion.

10.2. Conclusiones

En pacientes colombianos con criptococosis, los niveles de inmunoglobulinas séricas, totales y
especificas, difieren con respecto a las personas sanas. En general, la produccién de IgG total fue
mayor en pacientes con criptococosis que en controles sanos, independientemente del estado
serologico respecto al VIH y de la edad, mientras que los niveles séricos de IgA e IgM fueron

generalmente mas altos en los controles sanos que en los pacientes con criptococosis,
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independientemente de la edad. Por otro lado, los niveles de inmunoglobulinas séricas difieren
segun el estado del VIH, como se ha informado anteriormente. Sin embargo, este estudio muestra
por primera vez variaciones en la produccién de inmunoglobulinas especificas entre adultos y nifios
con enfermedad criptocococica, asi como en personas sanas, Yy variacion entre la reactividad con
antigenos proteicos de C. neoformans y C. gattii, los cuales son los principales causantes de la
infeccion. Estos resultados aportan informacion sero-epidemioldgica importante para el
entendimiento y estudio de esta micosis de importancia en Salud Publica y sus agentes etiologicos.
La reactividad diferencial de anticuerpos con proteinas criptococdcicas reportadas en esta tesis,
tanto de adultos como de nifios con y sin diagnostico de criptococosis, aporta datos que pueden
llevar a reevaluar el estudio de la inmunidad humoral y su papel para la defensa del huésped contra

la criptococosis.
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ABSTRACT

Background. Cryptococcus neoformans (Cn) and Cryptococcus gattii (Cg) cause
cryptococcosis, a life-threatening systemic mycosis of global distribution affecting mainly
immunocompromised adults. Objectives. To determine total and specific antibodies against
C. neoformans and C. gattii antigens in sera from patients with and without cryptococcosis
from Colombia. Methods. Using ELISA, total and Cn- and Cg-specific levels of
immunoglobulin (Ig)G, IgA and IgM were determined in sera from children and adults with
(n=109) and without (n=119) cryptococcosis from Colombia. Findings. Total IgG, IgA and
IgM levels were higher in HIV+ compared with HIV- patients with cryptococcosis.
Specific IgG, IgA and IgM levels tended to be higher in cryptococcosis patients than in
healthy controls and in adults than in children, with a positive correlation between antibody
reactivity and age. All immunoglobulins were more reactive against Cn-proteins than Cg-
proteins. A positive correlation between total and specific antibodies was found. Main
conclusions. In cryptococcosis patients from Colombia, serum immunoglobulins levels
differ depending on HIV status, as reported previously. Additionally, variations in
immunoglobulin production among adults and children with cryptococcosis and between
Cn- and Cg-protein antigens were established. Differential antibody reactivity with
cryptococcal proteins encourages further studies of the humoral immunity for host defense

against cryptococcosis.

KEYWORDS

Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; cryptococcal antigens; cryptococcosis;

Colombia; immunoglobulins; children; adults.
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INTRODUCTION

Cryptococcosis is a life-threatening infectious disease of global distribution caused by the
encapsulated yeasts Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii species complexes,
which affect mainly immunocompromised patients and, in less extent, immunocompetent
people or without evident predisposing factors [1]. Very closely after tuberculosis,
cryptococcosis is the second leading cause of death in patients infected with HIV [2]. In
Colombia, its annual incidence in the general population is 2.3 cases per million
inhabitants, while in people living with HIV the incidence increases to 1.1 cases per
thousand patients [3]. In addition, an average annual incidence of 0.017 cases per thousand
children under 16 years have been reported in Colombia [4]. Remarkably, the state of Norte
de Santander has the highest incidence of cryptococcosis in the general population in the
country (0.56 cases per 100,000 people) [3].

Cryptococcal infection is initiated by the inhalation of desiccated yeasts or basidiospores,
which are ubiquitous in the environment, mainly in soil, avian excreta, several species of
trees and decaying wood [5,6]. The infection presents initially as pneumonia, but after
dissemination to the central nervous system, it presents as meningitis, the most frequent
form, and meningoencephalitis, which can be fatal if it is left untreated [7]. In middle-
income countries, including Colombia, mortality from meningeal cryptococcosis is
estimated to range between 34 to 46% of the cases receiving amphotericin B plus
fluconazole as antifungal therapy, and up to 70% of the cases that do not receive
appropriate treatment [2,8].

As a consensus regarding the adoption of the new nomenclature for C. neoformans and

C. gattii has not yet been reached [9,10], to avoid confusion, in this study the cryptococcal
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species are referred either as C. neoformans or as C. gattii. Even though more than 90% of
cases of cryptococcosis are caused by C. neoformans, C. gattii causes most cases in
individuals with an apparently normal immune system, as such, it has been long considered
a primary pathogen [1]. Increasing evidence, however, has shown that a significant
percentage of the patients affected by C. gattii have anti-granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor autoantibodies, apart from other possible subtle alterations in their
immunity that facilitate infection by this species, which makes it therefore an opportunistic
pathogen [11-13]. Nevertheless, clinical data suggest that infections caused by C. gattii are
significantly more severe than those caused by C. neoformans, since C. gattii induces
massive inflammation and formation of cryptococcomas, which are associated with worse
neurological sequela and require additional clinical follow-up as well as longer periods and
higher doses of antifungal treatment [14]. The geographical distribution of these two
species also differs. While C. neoformans has a worldwide distribution, C. gattii
predominates in tropical and subtropical areas, with an on-going extension of its ecological
niche to temperate zones, especially to Vancouver Island in Canada and the Pacific
Northwest of the United States, where it has caused outbreaks of infection [1,15]. In
Colombia, about 4% of cryptococcosis cases have been reported to be caused by C. gattii,
with more than 90% of cases being from patients with no defined risk factors [16].
Although C. neoformans infection is known to be acquired at an early age, cryptococcosis
in children is very rare. In the literature, less than 500 cases of pediatric cryptococcosis
have been reported [4,17].

It is known that cryptococcal infection causes a strong and rapid humoral response with the

generation of antibodies [18,19], although the role of these antibodies has not been fully
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understood and there are no clinical and serological studies that associate the presence and
class of antibodies with the persistence of the infection, relapse, reactivation and re-
infection. Several serological studies, however, have determined the reactivity and
established the prevalence of antibodies against the polysaccharide glucuronoxylomannan
(GXM) the major component of the cryptococcal capsule, in different patients and control
groups [20,21]. In contrast, fewer studies have explored the antibodies produced against
specific non-capsular protein antigens from both major cryptococcal species.
Immunoreactive proteins of C. neoformans and C. gattii that induce protective immune
responses in mice have been described [22-24]. In addition, disease-associated protein
antigens that have a role in the pathogenesis of cryptococcosis in rodents and koalas, have
been identified by immunoproteomics [18,25,26]. In humans, C. neoformans and C. gattii
protein antigens that react with immunoglobulin (Ig)G have also been recognized in diverse
populations, including adults with cryptococcosis, with and without HIV infection, as well
as in healthy children and adults [18,19,27,28]. Apart from IgG, C. neoformans specific
proteins that react with IgM and IgA [29-31] have been identified in cryptococcosis
patients and healthy people. More recently, by an immunoproteomic approach and
subsequent recombinant expression, disease-associated C. neoformans proteins reactive
with IgG antibodies were identified in serum pools from adult patients with and without
cryptococcosis from Colombia [32]. However, until now, the antibody levels to specific
protein antigens from both C. neoformans and C. gattii, in a large number of sera, including
sera from children with cryptococcosis, have not been reported.

This study aimed therefore to recognize the reactivity of proteins from the two main agents

of cryptococcosis that specifically react with IgG, IgM and IgA antibodies present in sera
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from children and adults, with cryptococcosis and healthy, in Colombia. This investigation
allowed as well to determine that patients with cryptococcosis and healthy people present
surprisingly similar C. neoformans- and C. gattii-specific antibodies, which vary with the
age, presuming differential environmental exposure. The findings of this study are the basis
to identify IgA- and IgM-immunoreactive proteins that could play a role in cryptococcosis
defense.

Serum from healthy adults and children were recovered in 2019, from voluntary
participants in Bogota (68.9%), Norte de Santander (27.7%) and Boyaca (3.4%), after
signing an informed consent. The first two states were selected considering that they
represented the higher number of cryptococcosis cases included in the study and that,
historically, Norte de Santander has a notable high rate of cryptococcosis in the country [3].
Sera from healthy people were stored in the MICROS Group laboratory in Universidad del
Rosario, Bogota, Colombia. Age and sex of healthy individuals are detailed in Table 2.

For the purposes of this study, an adult was defined as anyone whose age was older than 19
years and a child as anyone between 0-19 years, following the definitions of the guidelines
on the diagnosis, prevention, and management of cryptococcosis in HIV-infected people

[34].

MATERIALS AND METHODS

Sera collection

Sera samples obtained from 109 patients with diagnosis of cryptococcosis and from 119
people with no apparent disease (healthy controls) were included in the study.

Cryptococcosis was diagnosed by blood culture and/or by detecting cryptococcal antigen
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(CrAg) in sera, based on the CrAg latex agglutination system (CALAS®) (Meridian
Bioscience). Cryptococcus species were identified by phenotypic methods, including urease
activity and glycine assimilation on L-canavanine-glycine-bromothymol blue medium, as
described previously [33]. Sera from patients with cryptococcosis, belonging to the sera
collection of the Microbiology Group of the National Institute of Health in Bogota,
Colombia have been collected between 1999 and 2019, mostly from Bogota (56.9%) and
Norte de Santander (33.9%), but also from Huila (4.6%), Magdalena (1.8%), Bolivar,
Boyaca and Tolima (0.9% each). From the cases of cryptococcal infection, 81 (74.3%)
were caused by C. neoformans and 28 (25.7%) by C. gattii. The characteristics of these
patients, registered as part of the National Surveillance Program for Cryptococcus and
cryptococcosis in Colombia, led by the National Institute of Health, are summarized in
Tables 1 and 2. Infection with HIV was reported in 55 patients (50.5%), predominantly
affected by C. neoformans infection (98.2%). Most cases were from adult men (63.3%). In
the studied population, adults were 5.34 more likely to be diagnosed with cryptococcosis
than children (95% confidence interval (CI) 2.52 - 11.34, p <0.001), and men were 9.92
times more likely to be diagnosed with cryptococcosis than women (95% CI 5.23 - 18.81, p
<0.001). Because the number of cases of cryptococcosis in children is much lower
compared to the number of cases in adults [4], only 10 available sera samples from
children, all affected by C. neoformans, were included. From this group of patients, five

(50%) were HIV positive.

Protein extraction from cryptococcal cells
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The reference strains of C. neoformans, H99, and of C. gattii, HO058-1-2029, which
represent the most common genotypes of these species causing disease in Colombia, VNI
and VGII, respectively [3] were used for the protein extraction. Total cryptococcal proteins
were extracted separately from both strains as previously reported [26,32], with some
modifications. Briefly, each strain was recovered from 10% glycerol stored at -80 °C by
plating it on Sabouraud dextrose agar for 48 hours at 27 °C. From each culture, a single
colony was transferred in Sabouraud dextrose broth and incubated with agitation at 80 rpm
and 30 °C for 48 h. Posteriorly, cells were harvested by centrifugation and washed twice
with 250 mM sucrose. About 5 g of centrifuged cells were then resuspended by pipetting in
5 ml of 2X lysis buffer (10 mM Tris/HCI pH 7.5 supplemented with 5 mM EDTA and 1X
protease inhibitor (Roche)) and 5 ml of a solution containing 8% 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS) and 100 mM dithiothreitol (DTT). This
suspension was placed in a mortar, the cells were frozen with liquid nitrogen and
homogenized twice consecutively, by maceration with a pestle. To concentrate protein
samples and to remove contaminants, including salts, detergents, and carbohydrates,
proteins were recovered by centrifugation, after trichloroacetic acid (TCA) precipitation
and the concentration was measured with the NanoDrop™One/One (ThermoFisher
Scientific) using the Bradford method (ThermoFisher Scientific). Proteins samples were

kept frozen at -20 °C until further immunoglobulin isotyping.

Total immunoglobulins quantification

Total levels of IgG, IgA and IgM from all sera were quantified by ELISA, as previously

described [26,32]. Briefly, 96 well round bottom plates were coated with 50 pl of goat anti-
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human-IgG, -IgA or -IgM, respectively (SouthernBiotech), diluted 1:1,000 in carbonate
buffer and incubated overnight at 4 °C. The plates were washed once with phosphate
buffered saline (PBS) and 0.05% Tween-20 (PBST), blocked with blocking buffer (1X
PBS, 0.5% bovine serum albumin (BSA) and 0.1% gelatin) for 1 h at room temperature and
washed twice with PBST. Human IgG (0.5 pg/ml), IgA (2 pg/ml) and IgM (2 pg/ml)
(SouthernBiotech) were used as standards, respectively. Sera were suspended in blocking
buffer containing 0.05% Tween-20, at a dilution of 1:100,000 for IgG and 1:2,000 for IgA
and IgM. Each diluted serum was placed in triplicate. The plates were incubated with the
standards and serum samples for 1.5 h at room temperature and washed three times with
PBST. Detection was done with goat anti-human IgG, IgA and IgM, respectively, labelled
with horseradish peroxidase (HRP) (SouthernBiotech) and diluted 1:4,000. After 2 h
incubation, the plates were washed four times with PBST and developed with 3,3",5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma-Aldrich). Immediately after the wells with the higher
concentration of the standard antibody reached an OD of 1.3 at 650 nm, developing of the
plates was stopped by adding 0.5 M H,SO, (Sigma-Aldrich). A final reading of the plates
was done at 450 nm and the concentration of each immunoglobulin isotype per serum was
calculated using the software from the accuSkan FC microplate photometer (ThermoFisher

Scientific).

Cryptococcal-specific immunoglobulins determination

Specific IgG, IgA and IgM against C. neoformans and C. gattii total proteins were
determined, separately, for all serum samples as previously described [26], with various
modifications. Per well, ELISA plates were coated overnight with 0.5 pg of total proteins

10
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of C. neoformans or C. gattii, respectively, and incubated overnight at 4 °C. The plates
were washed once with PBST and blocking was done with 5% skim milk dissolved in PBS
(SM). Sera were suspended in SM containing 0.05% Tween-20 (SMT), at a dilution of
1:100 for I1gG and 1:25 for IgA and IgM. Each diluted serum was placed in duplicate in the
plate, due to the restricted volume of sera. Detection was done with HRP-goat-anti-human-
IgG, -IgA, or IgM, respectively (SouthernBiotech), diluted 1:4,000. Development of the
plates was done with TMB for 15 min at room temperature in the dark and stopped with 0.5
M H,SO; prior to OD determination at 450 nm. The detection limit to determine specific
IgG, IgA and IgM against cryptococcal proteins was an OD <4.0. For all ELISA
experiments, wells incubated without sera samples but with all other reagents were used as

blanks. Titration of sera was not done due to the small volume of most samples.

Statistical analysis

Mean and standard deviation were calculated for quantitative variables, while relative
frequencies were calculated to describe qualitative variables. Mann-Whitney nonparametric
test for unpaired samples, 2-tailed Student test (t-Test) for unpaired data and 2-tailed
Fisher's exact test for categorical data were performed to determine statistical differences in
the total and specific levels of immunoglobulins between groups, according with the
ELISA results. A Wilcoxon signed-rank test was used to compared dependent variables.
The Pearson correlation coefficient (p) was used to assess the relationship between
continuous variables. Correlation was judged very strong from 1 to 0.8, strong from 0.8 to
0.5, fair from 0.5 to 0.2 and poor from 0.2 to 0. Normality of data was assessed with the
Shapiro-Wilk test. Alpha risk was set to 5% (a = 0.05). Statistical analysis was performed
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with the online application EasyMedStat (version 3.9; www.easymedstat.conl). GraphPad

Prism v 7.05 software was used to graph the results. Statistical significance is presented as

following: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 and **** p < 0.0001.

ETHICS

Patients’ identification was anonymized for the purpose of this study, which was carried out
in accordance with the Technical Committee of Research (CTIN) and the Ethical
Committee for Research (CEIN) of the National Institute of Health, Bogota, Colombia,
protocol CEMIN N° 37-2017, as well as with the Research Ethics Committee of

Universidad del Rosario (CEI - UR), protocol DVO005 931-CV1073.

RESULTS

Serum IgG levels increase during cryptococcosis while serum IgA and IgM levels are
higher in healthy individuals

Production of total IgG was determined to be higher in patients with cryptococcosis than in
healthy controls, independently on HIV status and age. Among patients with cryptococcal
infection, serum IgG levels were higher in HIV-positive (HIV+) compared with HIV-
negative (HIV-) (p = 0.0015) (Figure 1A), as well as in adults compared to children,
although this difference was statistically non-significant (p = 0.71) and there was no
correlation between IgG levels and age (p = 0.58).

Contrary, serum IgA and IgM levels were generally higher in healthy controls than in all

patients with cryptococcosis, independently on the age. However, while the IgA levels were
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lower during cryptococcal infection, independently on the HIV status (Figure 1B), IgM
levels were significantly lower in HIV- patients (p < 0.0001) but just slightly lower in
HIV+ patients, compared to healthy individuals (p = 0.12) (Figure 1C). Adults with
cryptococcosis presented statistically higher levels of both IgA and IgM than children with
cryptococcosis (p = 0.0073, p = 0.03, respectively), although there was no correlation
between the total level of these antibodies and age (p = 0.98, p = 0.2, respectively).
Patients infected with C. neoformans produced significantly more IgG (p = 0.01) and IgM
(p = 0.009) than those infected with C. gattii, as well as more IgA (p = 0.33), although the
difference was statistically non-significant. Total levels of IgG, IgA and IgM did not differ
among cryptococcosis patients nor among healthy controls coming from different
geographical regions (Bogota vs. Norte de Santander) (p >0.05). Total antibody levels did

not differ either among men or women with or without cryptococcosis (p >0.05).

Cryptococcal-specific IgG, IgA and IgM are produced during cryptococcosis as well
as in healthy individuals, differing between adults and children

After quantification of total immunoglobulin concentrations, specific IgG, IgA and IgM
that were reactive with total proteins of C. neoformans (Cn) and C. gattii (Cg), were
determined separately. Notoriously, the reactivity of IgG and IgM was significantly higher
with proteins from C. neoformans than from C. gattii, as established by the determined OD,
not only in sera from cryptococcosis patients but also in sera from healthy individuals
(Figure 2A). Although in patients with cryptococcosis the reactivity of IgA with C.
neoformans proteins was also significantly higher than the reactivity of this antibody with
C. gattii proteins, in healthy people IgA reacted significantly more with C. gattii than with
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C. neoformans proteins (Figure 2B). In both studied groups, cryptococcosis patients and
healthy controls, a strong positive linear correlation was found between Cn- and Cg-
specific IgG (p = 0.6 and p < 0.0001), Cn- and Cg-specific IgA (p =0.94 and p < 0.0001),
as well as Cn- and Cg-specific IgM (p =0.92 and p < 0.0001).

ODs for specific IgG against both C. neoformans and C. gattii proteins were higher in
adults than in children, with and without cryptococcosis (Figures 3A and 3B), although the
differences were not always statistically significant. In addition, a positive linear correlation
was found between specific IgG and age (p < 0.22 and p < 0.05). Similarly, ODs for
specific IgA (Figures 3C and 3D) and IgM (Figures 3E and 3F) against both C. neoformans
and C. gattii proteins tended to be higher in adults, compared to children, although none of
these differences had statistical significance. No or negligible correlation was found either
between specific IgA or specific IgM and age (p < 0.1 and p >0.05) (Data not shown).
Independently of the cryptococcal species, the reactivity of specific IgG, IgA and IgM
antibodies did not differ among adults with cryptococcosis and healthy adults, nor among
children of both groups (p >0.05). Only a slightly significant difference was found between
Cn-specific IgG in children (Figure 3A) and Cr-specific IgM in adults (Figure 3B).

In patients with cryptococcosis, specific IgG, IgA and IgM against C. neoformans and

C. gattii proteins did not differ with the HIV status and sex, nor with the species causing
the infection or the geographical region (p > 0.05).

In all sera from adults and children with or without cryptococcosis, a positive linear

correlation was found between total and specific levels of each antibody IgG, IgA and IgM,
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independently of the cryptococcal species from which the proteins were extracted.

However, statistical significance of the correlation differed among antibodies (Figure 4).

DISCUSSION

The role of humoral immunity in fighting against cryptococcosis remains uncertain.
However, several antibodies, predominantly IgG, which are reactive with GXM, melanin as
well as with diverse cryptococcal proteins, have been long identified, not only in patients
with cryptococcosis but also in hosts without clinical manifestations or without a history of
previous cryptococcal infection [20,21,35]. Our study supports these findings, as it shows
that not only serum IgG, but also IgA and IgM antibodies react with protein antigens of
both C. neoformans and C. gattii, and that these antibodies are present not only in sera from
adults with and without cryptococcal infection but also in sera from children with
cryptococcosis, whose cases are very uncommon to encounter, as well as in sera from
healthy children.

Similar to other studies, in the cohort from Colombia, cryptococcosis patients with HIV
presented significantly higher total IgG, IgA and IgM levels than those without HIV
infection, which could be related with the defects in cell mediated immunity and
hypergammaglobulinemia notable in HIV-infected people [36-38]. Notably, patients with
cryptococcosis caused by C. neoformans produced much higher levels of all antibodies,
compared with patients infected by C. gattii, which correlates with the proportion of HIV-
infected people affected by each species, which, in our study, represented 66.7% and 3.6%
of cases, respectively. Globally, cases of C. gattii infection affecting patients with HIV are
reported rarely, as it occurs in Colombia [8,14,39]. In addition, when analyzing patients
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with cryptococcosis but without HIV, the levels of IgG, IgA and IgM did not differ among
patients affected with one or the other etiological agent.

While total IgG levels were much lower in our healthy patients, total IgA and IgM levels
seem to decrease significantly during cryptococcosis, independently on the HIV status,
which contrasts with other reports. The relationship between serum immunoglobulin levels
and HIV could however differ among studies, not only because of the methodology used to
measure antibody concentrations, but also because the immune response depends on the
clinical stage of the HIV infection of patients, which is unknown in our study, as well as on
the effect of cryptococcosis itself and the etiological agent causing the mycosis [31,40-42].
Reactivity of IgG, IgA and IgM antibodies against specific cryptococcal proteins, which
directly correlated with total levels of IgG, IgA and IgM, respectively, tended to be higher
in patients with cryptococcosis compared to healthy people. Although these differences
were not always statistically significant, they can be still real, true, and perhaps clinically
relevant [43,44]. Higher level of specific antibodies might be elicited by cryptococcal
proteins during infection, which has been reported by other investigators, not only in
murine but also in human cryptococcosis [18,22,23,31,45]. In the long run, the analysis of
the IgG, IgA and IgM responses to specific cryptococcal proteins could help identifying
immunodominant antigens that are protective, non-protective, or detrimental during
cryptococcosis. It is known that, depending on isotype, specificity and even host factors,
certain antibodies can alter the course of a fungal infection to the benefit or damage of the
host [41,46].

When comparing the reactivity of IgG, IgA and IgM with protein antigens from each of the
main etiological agents of cryptococcosis, we found that all serum immunoglobulins react
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significantly more with C. neoformans proteins that with proteins of its sibling species,

C. gattii. Presuming environmental exposure, these findings agree with the fact that, not
only in Colombia, but also globally, C. neoformans prevail in ecological niches over

C. gattii [1,6,8]. In Australia and Papua New Guinea, where C. gattii infections are much
more common that those by C. neoformans [14,47], some sero-epidemiological differences,
depending on the etiological agent causing the infection, have been reported. Patients with
C. gattii cryptococcosis from Australia presented higher levels and a higher prevalence of
IgG and IgA against GXM than those with C. neoformans infection, possibly because

C. gattii is more immunogenic and the infection takes longer to be diagnosed [21].
However, opposite to our study, the study in Australia did not determine the prevalence of
antibodies against C. gattii specific proteins but only against polysaccharide antigens of
C. neoformans, which could generate biased results. In Papua New Guinea, adults with

C. gattii meningitis were reported to have higher IgG levels against non-capsular protein
antigens of the same species compared to children and healthy patients [48], which is
comparable with a noticeable finding in our study. In the Colombian cohort, serum
immunoglobulins, especially IgG, from adults with cryptococcosis and healthy, tended to
be more reactive with cryptococcal proteins than immunoglobulins from children with
cryptococcosis and healthy, respectively, with an observation that antibody reactivity
increases with age. Taken together, our findings strongly support the notion that, since
childhood, people are constantly immunized by chronic exposure of both cryptococcal
species, mainly C. neoformans. The finding of specific IgG, IgA and IgM against
cryptococcal proteins in sera from healthy people, as young as 1-year-old, allowed in
addition to estimate than in Colombia, children are exposed to the fungus at a very young
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age, similarly to the reports from the Bronx in New York, where sera IgG from children
between 1.1 to 2 years old were the younger group that demonstrated reactivity to

C. neoformans proteins [19]. Considering that the number of sera from children analyzed in
our study is fairly low, which associates with the fact that pediatric cryptococcosis is
relatively rare, further studies including a higher number of serum samples from this age
group are recommended, in order to confirm our results and to draw more meaningful
conclusions. Lastly, although the prevalence of asymptomatic C. neoformans infection in
children has been reported to vary geographically, explained possibly by an association
with differences in environmental exposure to the yeast [27], in our study, no serological
differences between patients from Bogota and Norte de Santander were found, in spite of
the significant difference between the incidence of cryptococcosis in these two regions [3],
which then might be due to other factors such as host characteristics.

The general observations from our study, regarding the differential IgG, IgA and IgM
responses to protein antigens, from both C. neoformans and C. gattii in patients with
cryptococcosis and healthy people in different age groups might have important
implications for the prevention and therapy of cryptococcosis. For instance, further
proteomic studies can be done to identify reactive proteins that are disease-specific,
species-specific and/or age-specific, and that can be assessed for the development of
vaccines strategies not only for prevention of cryptococcosis but also aiming to control
reactivation, as environmental exposure to the yeasts occurs since childhood. As it has been
suggested that B cell response and antibodies are required in the normal clearance of
cryptococcal cells [49], it is possible that the specific IgG, IgA and IgM responses to
protein antigens may be of some significance, similarly to the production of antibodies
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against the major capsular polysaccharide GXM, which has been correlated with improved
prognosis in both C. neoformans and C. gattii infections [50,51]. Differential antibody
reactivity with cryptococcal proteins could lead to a reappraisal of the study of humoral

immunity and its role for host defense against cryptococcosis.
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FIGURES

Figure 1. Total levels of serum IgG, IgA and IgM in cryptococcosis patients and
healthy controls. Patients with cryptococcosis, both with HIV infection (HIV+) and
without HIV (HIV-), presented higher levels of total I[gG compared to healthy controls (A).
Opposite, healthy individuals produced higher IgA (B) and IgM (C) levels compared to
cryptococcosis patients. Each spot represents a serum sample of an individual person. The
median value is shown by a horizontal line. Statistical significance, using the Mann-
Whitney nonparametric test for unpaired samples, is shown as * p <0.05, ** p <0.01, and

455 p <0.0001.

Figure 2. Reactivity of IgG, IgA and IgM with Cryptococcus neoformans- and
Cryptococcus gattii-proteins, in sera from patients with cryptococcosis and healthy
controls. The reactivity of IgG, IgA and IgM with C. neoformans (Cn) and C. gattii (Cg)
proteins were measured and expressed as optical densities. In both studied groups,
cryptococcosis patients (A) and healthy individuals (B), Cn-specific IgG and Cn-specific
IgM were more reactive than Cg-specific IgG and Cg-specific IgM, respectively. While
serum IgA from patients with cryptococcosis were also more reactive with C. neoformans
proteins, serum IgA from healthy controls were more reactive with C. gattii proteins. The
median and range values are shown. Boxes extend from the first to the third quartile.
Statistical significance, using the Wilcoxon signed-rank test, is shown as ** p < 0.01, ***

p<0.001 and **** p < 0.0001.
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Figure 3. Reactivity of IgG, IgA and IgM with Cryptococcus neoformans- and
Cryptococcus gattii-proteins in children and adults with and without cryptococcosis.
The reactivity of IgG, IgA and IgM with C. neoformans (Cn) and C. gattii (Cg) proteins
were measured and expressed as optical densities. Generally, C. neoformans and C. gattii
proteins were less reactive with serum IgG (A and B), IgA (C and D) and IgM (E and F)
from children, with and without cryptococcosis, that with immunoglobulins from adults.
Independently of age and etiological agent, sera from healthy controls tend to be as reactive
with IgG, IgA and IgM as sera from patients with cryptococcosis. The median and range
values are shown. Boxes extend from the first to the third quartile. Statistical significance,

using the Mann-Whitney nonparametric test for unpaired samples, is shown as * p < 0.05,

** p <0.01, and **** p <0.0001.

Figure 4. Correlation between total and specific IgG, IgA and IgM in patients with
cryptococcosis and healthy controls. Total serum levels of IgG (A and B), IgA (C and D)
and IgM (E and F) positively correlated with the reactivity of IgG, IgA and IgM with

C. neoformans (black dots) and C. gattii (grey dots) proteins, respectively, although the
correlation was not always statically significant. Each spot represents a serum sample of an
individual person. The correlation, denoted by r and represented by a line, shows the
amount of association between total and specific immunoglobulins. As the correlation is
positive, r is between 0 and 1. Statistical significance, using the Pearson product-moment

correlation coefficient, is shown as * p < 0.05, ** p <0.01, and *** p < 0.001.
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TABLES

Table 1. HIV status, sex and etiological agent of patients with cryptococcosis.

HIV status
HIV+ HIV- Nodata Total
Sex Male 49 29 14 92
Female 6 9 2 17
. . Cryptococcus neoformans 54 15 12 81
Etiological agent Cryptococcus gattii 1 23 4 28
Total 55 38 16 109

Table 2. Age and sex of patients with cryptococcosis and healthy controls.

Age and sex

Population Adults (M/F)  Children (M/F) No data (M/F) Total (M/F)
Cryptococcosis 79 (69/10) 10 (8/2) 20 (15/5) 109 (92/17)
Healthy controls 71 (25/46) 48 (17/31) 0 119 (42/77)
Total 150 (94/56) 58 (25/33) 20 (15/5) 228 (134/94)

M: male; F: female.
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Anexo 2. Formato de consentimiento informado utilizado en el estudio

Formulario de consentimiento para la toma de sangre y recoleccién de sueros

Le estamos pidiendo que participe en un estudio de investigacion
cientifica.

Usted NO tiene que participar en el estudio.

Si dice que SI, puede dejar de participar en el estudio en cualquier
momento.

Por favor tome todo el tiempo que necesite para decidir y haga las
preguntas que considere necesarias.

Titulo del estudio
Determinacion de anticuerpos contra proteinas de Cryptococcus neoformans y C. gattii
en sueros de nifios y adultos colombianos sanos y con criptococosis

Responsable del estudio

La persona responsable es la Dra. Carolina Firacative, profesora principal de carrera,
Universidad del Rosario, Bogota, a quien puede contactar antes, durante o después de
la toma de la muestra de sangre al teléfono fijo en Bogota 2970200 ext. 3404, al celular
310 5814835 o al correo electronico sandra.firacative@urosaio.edu.co.

2Para qué se firma este documento?
Lo firma para poder participar en el estudio.

2Por gué se esta haciendo este estudio de investigacion?

Queremos saber mas sobre como ayudar a las personas que tienen una infecciéon
llamada criptococosis, la cual esta causada por un hongo llamado criptococo. Este hongo
esta presente o vive en el medio ambiente y desde nifios estamos en contacto con él,
pero afecta, es decir, causa enfermedad, especialmente a personas con el sistema
inmunolégico debilitado, por ejemplo con cancer, SIDA y trasplantes de 6rganos. Esta
infeccion puede generar problemas graves de salud. Este estudio nos ayudara a
aprender mas sobre la cantidad de personas que han estado en contacto con el hongo
desde la nifiez, y en general a aprender mas sobre el hongo y sobre la enfermedad.

2Qué pasa si digo “si, quiero patrticipar en el estudio”?
Si dice que si:
| Le preguntaremos su edad, sobre su estado actual de salud, si toma alguna

medicacion, si sabe de alguna enfermedad que tenga actualmente.

[l Le sera tomada una muestra de sangre que sera enviada a un laboratorio para su
procesamiento. Esto sera realizado por una persona capacitada para tal fin.

[ Si quiere, podemos leerle las preguntas en voz alta y escribir sus respuestas en el
formulario.
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Estas preguntas no tienen respuestas correctas o incorrectas. Puede saltar cualquier
pregunta si no quiere contestarla.

ZCuanto tiempo tomara el estudio?
El estudio tomara alrededor de 30 minutos de su tiempo.

2. Qué pasa si digo “no quiero participar en el estudio”?
Nadie le tratara de manera diferente. A usted no se le penalizara. La atencién que recibe
no cambiara.

2Qué pasa si digo gue si, pero cambio de opinién mas tarde?

Usted puede dejar de participar en el estudio en cualquier momento, incluso después de
que su muestra de sangre haya sido llevada al laboratorio. A usted no se le penalizara.
La atencion que recibe no cambiara.

2Quién vera mis respuestas?

Las Unicas personas autorizadas para ver sus respuestas son las que trabajan en el
estudio y las que se aseguran de que éste se realice de manera correcta y anonimizada,
es decir, que su nombre no sea registrado en ninguna parte.

Sus respuestas a la encuesta y una copia firmada de este documento se mantendran
bajo llave en nuestros archivos. No incluiremos sus respuestas en ningun expediente
médico.

Cuando compartamos los resultados del estudio, no incluiremos su nombre, ni datos
personales. Haremos todo lo posible para que nadie fuera del estudio sepa que usted
participo en él.

Su privacidad sera protegida.

2Qué pasa con mi muestra de sangre una vez finalice el estudio?

En el caso en que su muestra no se haya terminado al finalizar el estudio, usted nos
puede autorizar para guardar el restante de muestra en una nevera de 4°C para ser
utilizada en otros estudios. Si usted decide que su muestra sea usada SOLO en este
estudio, su muestra sera desechada segun el protocolo del laboratorio responsable, una
vez el estudio termine. Al final del documento usted podra decidir si su muestra puede
ser utilizada en estudios futuros o sélo en este estudio.

¢Me costara algo participar en el estudio?
No.

sMe pagaran por mi tiempo?
No.
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2Qué pasa si se detectan anticuerpos contra criptococo en mi muestra de
sangre?

Si usted tiene anticuerpos contra criptococo quiere decir que en algin momento de su
vida ha estado en contacto con el hongo, ya que este vive en el ambiente. Sin embargo,
no significa que esté enfermo ni que se vaya a enfermar. En el raro caso de que presente
infeccion por criptococo, podra acceder a un medicamento que evitara el desarrollo de
la infeccién en su cuerpo y asi evitara futuras complicaciones. Esto sera formulado por
un médico tratante durante una consulta médica.

2. 0ué pasa si NO se detectan anticuerpos contra criptococo en mi_ muestra de

sangre?
Si usted no tiene anticuerpos contra criptococo, no pasa nada.

Participar en este estudio, spudiera ser malo para mi, de alguna manera?

Si. Hay una muy baja posibilidad de que:

[ Las preguntas le puedan hacer sentir triste o hacerle sentir mal.

71 Tenga dolor en el momento de la puncién para extraer la sangre, ademas puede
presentar enrojecimiento y leve sangrado luego de la toma de muestra.

20Qué debo hacer si tengo prequntas?
Por favor haga las preguntas que considere necesarias. Nosotros trataremos de
contestar todas sus dudas. Por favor contactenos en cualquier momento si:
| Tiene alguna pregunta sobre el estudio.
01 Tiene preguntas sobre sus derechos.
[ Cree que se ha lesionado de alguna manera por participar en este estudio.

sTengo que firmar este documento?
Si desea participar en el estudio, debe firmar el documento.

2Qué debo hacer si quiero participar en el estudio?

Tiene que firmar este documento. Le entregaremos una copia.

Al firmar este documento esta diciendo que:

[ Esta de acuerdo con participar en el estudio.

0 Le hemos explicado y usted entiende la informacién que contiene este documento y
hemos contestado todas sus preguntas.

Por favor tenga presente que:

1 No tiene que contestar preguntas que no quiera contestar.

0 En cualquier momento, puede dejar de contestar nuestras preguntas y no le pasara
nada a usted.
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¢ Desea participar en el estudio, de tal manera que podamos tomarle una muestra de
sangre?

Si No_
Su nombre
Su firma Fecha
Edad GéneroM__ F__

¢ Nos autoriza para usar su muestra de sangre en estudios futuros?

Si No

Su firma

Si se utilizé un intérprete:

Nombre del intérprete (en letra de molde)

Firma del intérprete Fecha

Asentimiento informado
Si otra persona firma este formulario a nombre del participante, explique por qué:

Firma de la persona que provee el Fecha
consentimiento en representacion del sujeto

Relacion o parentesco:

Nombre de la persona que explica el consentimiento

Firma de la persona que explica el consentimiento Fecha
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Anexo 3. Cartas de aprobacion del CTIN y el CEIN del Instituto Nacional de Salud

. AVAL TECNICO - ETICO | Version: 01
! PROYECTO DE INVESTIGACION
In ; 2012 -Jun- 19
. B PROCESO INVESTIGACIONEN | h
. NACIONALDE SALUD PUBLICA i ]
SALUD f FOR-R03.0000-003 Pégina 1de 1
|

Determinacion de anticuerpos contra proteinas de Cryptococcus neoformans y C. gattii en sueros de nifios y adultos
colombianos sanos y con criptococosis

Ciudad y fecha Bogota D.C., 13/09/2017
Dirigido a Patricia Luz Escandon
Microbiologia, Subdireccién de Investigacion Cientifica y
Grupo de investigacion Tecnolégica
Correo electrénico de contacto investigador :
principal o referente en el INS escandon@ins.gov.co

Ei Comité de Etica y de Metodologias de Investigacion (CEMIN) del Instituto Nacional de Salud (INS), creado
mediante Resolucion 395 del 4 de abril de 2017, por la cual se reglamenta el Comité de Etica y Metodologias de
Investigacion; considera que el proyecto de investigacién CEMIN N° 37-2017 “Determinacion de anticuerpos contra
proteinas de Cryptococcus neoformans y C. gattii en sueros de nifios y adultos colombianos sanos y con
criptococosis 7, retine los requisitos técnicos y éticos para lo cual se concede aval seglin comunicado electrénico del
13 de septiembre de 2017.

Nombre de quien ejerce las funciones Yamileth Ortiz Gomez
Cargo Secretaria Ejecutiva CEMIN
\ .
Firma i | )
’k/ /
Notas:

1. Este documento debe archivarse en la carpeta del proyecto en el CEMIN

2. Debe informarse al CEMIN la fecha de inicio de gjecucion del proyecto una vez esté asegurada la
financiacion del mismo, esta fecha contara como inicio para el seguimiento y solicitud de informes de
avance y final

3. En caso de requerir modificacion de aspectos éticos o técnicos del proyecto en su version avalada, estos
deben ser presentados al CEMIN para su debida autorizacién antes de ia ejecucion del proyecto.

F:rma de recibido del investigador principal o
responsable en el INS
Fecha de recibido: (dd/mm/aaaa)
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Version: 02
AVAL INSTITUCIONAL
INSTITUTO 2015-08- XX
PROYECTO DE INVESTIGACION
= Nicionaing PROCEggI:lI‘léVPES;IIﬁéEION EN
SALUD FOR-R03.0000-006 Pagina 1 de 1

_ Titalo del Proyecte.

Cédigo CEMIN

37-2017

Determinacion de anticuerpos contra proteinas de Cryptococcus neoformans y C. gattii en sueros de nifios y

adultos colombianos sanos y con criptococosis

Ciudad y fecha

Bogota D.C., 13/09/2017

Patricia Luz Escanddn

Dirigido a Attn. Carolina Firacative (Escuela de Medicina y Ciencias de la
Salud, Universidad del Rosario)
Microbiologia, Subdireccion de Investigacion Cientifica y
Grupo Tecnoldgica
Entidad Instituto Nacional de Salud

Correo electronico del remitente escandon

Direccién de correspondencia del remitente

ins.gov.co

Instituto Nacional de Salud

Nombre del investigador responsable en el INS

Patricia Luz Escandén

La presente con el fin de informar que el Instituto Nacional de Salud (INS) otorga aval institucional al proyecto de
investigacion titulado CEMIN N° 37-2017 “Determinacién de anticuerpos contra proteinas de Cryptococcus
neoformans y C. gattii en sueros de nifios y adultos colombianos sanos y con criptococosis” para ser presentado a

convocatoria en la Universidad del Rosario.

Dicho proyecto tiene el aval técnico - ético del respective comité en el INS.

Los siguientes son los rubros aprobados a ejecutar con recursos de contrapartida del INS:

Rubros INS Valor efectivo Valor especie
Recurso Humano - $12.000.000
Uso de equipos - -
Total - $12.000.000
El tiempo de ejecucion del proyecto es de 24 meses
* Contrapartidas sujetas a asignacidn presupuestal institucional
Nombre del Director General Martha LucigOspina Martinez
Cargo Directora Ggnerdl "\
Firma A
\
Nota:
Este documento autoriza al investigador principal a iniciar la gestion fel proyecto de investigacion aprobado por el INS.

Firma de recibido del investigador principal o responsable en el INS
Fecha de recibido: (dd/mm/aaaa)
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INSTITUTO

NACIONAL DE § La salud Miosalud
. SALUD o5 de todos
=1

MEMORANDO
BOGOTA D.C., 25 de Septiembre del 2019
No. 3-3000-19-02821
PARA: PATRICIA LUZ ESCANDON HERNANDEZ

Profesional especializado
DE: Despacho Subdireccién Investigacion
ASUNTO: CEMIN-37-2017

Buenas tardes

De acuerdo a su solicitud de autorizacion de uso de muestras biolégicas de suero a la
Universidad del Rosario planteado en el CEMIN-37-2017, cuyo titulo de proyecto
es: “Determinacion de anticuerpos contra proteinas de Cryptococcus neoformans y C. gattii en
sueros de nifios y adultos colombianos sanos y con criptococosis”. Al respecto el CEMIN menciona
lo siguiente:

e EI CEMIN aprueba el uso de trasferencia de material biolégico a la Universidad del Rosario
que se realizara dentro del marco del proyecto titulado: “Determinacién de anticuerpos
contra proteinas de Cryptococcus neoformans y C. gattii en sueros de nifios y adultos
colombianos sanos y con criptococosis”.

e En cuanto a la reutilizacién de muestras bioldgicas recolectadas entre 1997-2016 y
pertenecen a la vigilancia pasiva y la criptococosis en Colombia el CEMIN autoriza esta
accién, dado que ya fue aprobado en el proyecto mencionado en la vigencia respectiva.

Cordialmente,

7

MARCELA MARIA MERCADO REYES
Subdirectora Técnica

Desea adjuntar documento: NO

Elaboré: SECRETARIA EJECUTIVA CTIN

@ -:medicin

de la
. - «
T8 AT o, ==

oy e By y
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Anexo 4. Carta de aprobacion del CEI, Universidad del Rosario

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD DEL ROSARIO

Universidad del SALA DE CIENCIAS DE LA VIDA
Rosario
- DVO005 931-CV1073
Canios Evmout Tamum, Parsctnrs
M G, MAC. ESEvacion Bogotd D. C., 11 de octubre de 2019
JAn Gom cmmar PERLT Camieios
MDD B TICBTA. Doctora
s CAROLINA FIRACATIVE
m"::mw Investigadora Principal
Estudio: “Determinacion de anticuerpos contra proteinas de Cryptococcus neoformans
:«mm Yc-anﬁeﬂm*ﬁh&ymosm“uamgmymg‘ws'_
Bogota D. C.

Respetada investigadora:

£l Comité de £tica en Investigacidn de la Universidad del Rosario (CEI-UR) evalud de

BacTomOn0na; M. S PR, forma expedita la cuarta version de su proyecto de investigacion “Determinacion de
oo tags anticuerpos contra proteinas de Cryptococcus necformans y C. gattii en sueros de nifios
ATy Cmenms Pasts y adultos colombianos sanos y con criptococosis™. Fecha de recepcion del proyecto: 30
T P de septiembre de 2019.

- Luego de haber tenido en cuenta las observaciones efectuadas por el CEI-UR, se
e APRUEBA el protocolo en referencia.

Badyona; NS in Boosi

RS TReDeE, Por favor tenga en cuenta las siguientes recomendaciones al momento de ejecutar el
FoTERAs, MSC BT proyecto de investigacdon.

Asonta Tomers Buw

ren BERCA; MSE 5. (1K TRONCA ¢ 1. El proyecto plantea la transferencia y uso de muestras bioldgicas de otro proyecto
" de investigacién relacdonado con criptococosis ejecutado en el Instituto Nacional de
Crssa Possn GOwET SGM(INS)

oD, NS s Muswas, Pl

Catmcns Basoas

2. Secuenta con el aval por parte del Comité de ética e investigacidn del INS para el uso
Ascato y transferencia de muestras bioldgicas que se originaron en otro proyecto de
investigacién relacionado con la criptococosis.

. La declaracién de Tapie establece los lineamientos para investigacién sobre las bases
de datos, datos masivos y biobancos. En uno de sus puntos informa que: “el comité
de ética debe aprobar también todo uso de informacion y material bioldgico y revisar
si ¢l consentimiento otorgado al momento de la recopilacion es suficiente para el
uso planificado o si se deben tomar otras medidas para proteger al donante.

DVDO0S 33101073
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Universidad del

Rosario
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Camon Gum iiemo casmeo
AROGAGO, TP DRRICHD MO LA A
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FOMCMTICL 6, MSC « P o8 Catmciss

Jao Cosnranaa Rows

KATvenm Qm1iac Pases

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD DEL ROSARIO
SALA DE CIENCIAS DE LA VIDA

4. Con el fin de proteger los derechos del donante de la muestra inicial, el uso de las
muestras en la Universidad del Rosario debe limitarse solo a lo descrito en el
presente proyecto y ser retornadas a INS una vez finalizado este.

Para el comité de ética es importante acompadiario durante la ejecucion del estudio. Por
favor no dude en contactarnos en caso de tener alguna inquietud o de necesitar apoyo
para el analisis de alguna situacion especifica. De igual forma le recomendamos notificar
cualquier modificacion en la ejecucion del estudio no expuesta en la aprobacion inicial
del protocolo.

Cordialmente,
~—
o~
PEREZ MD, MSc
écnico
c& Archivo
Proyectt: Martha ladel Sautsty
Este COMItE 3o rige POr 108 Ineamentons feridicos y #5008 def pais 3 awes de s resoluciones 3430 de 1993 y 2378 de
2008 del Ministerio de Sakd ¥ Social. \p e siguen los scuerdos enla ion de
Melsioi (Fortaleza, Beasdl 2013) y de & Conde de des para las Buenas Pricticas Clinicas.
Recuerde vEar nuestra paging web, en donde informacd sizada de los p del Comité de

£1ica en Investigacion de W Universidad del Rosiro, o5 COmO Curvds en 403 de [ investgacion de scceso libre.

wew
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