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SINTESIS

Los datos sobre la susceptibilidad de los aislamientos cubanos de Cryptococcus neoformans
eran escasos y no se contaba con herramientas de epidemiologia molecular suficientemente
discriminativas. Se estudiaron 134 aislamientos clinicos, 86 de excretas de palomas y 196
de plantas de diferentes especies. Se analizaron las tallas de fragmentos polimdrficos
obtenidos con enzimas de restriccion, la secuencia de las regiones ITS1/5.8S/ITS2 y
D1/D2, se determind el tipo de apareamiento mediante reaccién en cadena de la polimerasa
y el analisis del numero de repeticiones de fragmentos cortos (STR) para lo que se
disefiaron nueve cebadores. Se determind la susceptibilidad frente a anfotericina B,
5-fluorocitosina, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol por
microdilucién en medio liquido. Fluconazol se evalu6 ademas mediante Etest y disco.
Todos los aislamientos clinicos y el 29,7% de los ambientales fueron identificados como
C. neoformans Ao. No se evidenci6 resistencia entre los aislamientos clinicos y se
demostro que los métodos de difusion en agar pudieran ser Utiles para la pesquisa de
resistencia al fluconazol. La tipificacion mediante STR indica la presencia de nichos
ecologicos hasta ahora no estudiados y la infeccion con multiples genotipos como
mecanismo de recurrencia; aspectos que modifican la concepcion epidemiologica y

patogénica de esta micosis.
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l. INTRODUCCION

l. 1. Introduccion

De acuerdo a la clasificacion taxondmica actual, el género Cryptococcus incluye alrededor
de 100 especies (Fonseca et al., 2011); sin embargo, Cryptococcus neoformans es la que
mas se asocia a infecciones en humanos. Gracias a una mejor compresion de su estructura
genética, C. neoformans var. gattii y C. neoformans var. neoformans se promovieron al nivel
de especie y los serotipos de este Gltimo al nivel de variedades, quedando constituido el
complejo C. neoformans por C. neoformans var. grubii (serotipo A), C. neoformans var.
neoformans (serotipo D), C. neoformans ser. AD y C. gattii (ser. B y ser. C) (Bovers et al.,
2008a; Fonseca et al., 2011; Kwon-Chung et al., 2011). Ademéas de estos, los estudios
genéticos han identificado varios hibridos intra- e inter- variedades y especies, asi como
diferentes linajes filogenéticos que pudieran representar nuevas especies (Bovers et al., 20083;
Bovers et al., 2008b; Ngamskulrungroj et al., 2009).

La incidencia de la criptococosis, una de las micosis mas importantes a nivel mundial,
considerada inicialmente rara, comenzé a aumentar con el inicio del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (sida) en la década de 1980. Tras el advenimiento de la terapia
antirretroviral altamente efectiva (TARVAE) desde mediados de 1990, su frecuencia
comenz6 a disminuir en los paises desarrollados. No obstante, la meningitis criptococdsica
aun constituye una de las micosis oportunistas potencialmente mortal mas comun en estos
individuos (Park et al., 2009). Adicionalmente, se reporta que hasta el 6 % de las personas

con deterioro de la funcién de la inmunidad celular debido a otras causas, se encuentran en
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riesgo de desarrollar una infeccion clinica evidente por este basidiomiceto (Levitz y
Boekhout, 2006).

A pesar de que probablemente miles de personas se infectan cada afio, el desarrollo
inaparente de la infeccién imposibilita determinar su incidencia en la poblacion general.
Aln asi, en individuos infectados por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), los
estimados mundiales indican una incidencia de mas de 1 000 000 de casos anuales que
dejan a su paso al menos 625 000 fallecidos (Kronstad et al., 2011). En el Caribe se
reportan aproximadamente 7 800 casos y 4 300 fallecidos cada afio, por lo que la

enfermedad parece ser menos frecuente (Park et al., 2009).

En Cuba, el primer caso de criptococosis se describié a mediados del siglo XX y a partir de
entonces se comenzaron a reportar casos esporadicos asociados al alcoholismo, trasplantes
de organos Yy trastornos inmunolégicos (Curbelo, 1951). Desde 1986, con el inicio del
diagnéstico del sida, el nimero de individuos infectados por este hongo ha aumentado a
través de los afios. En el laboratorio de micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” (LMIPK) se diagnostican entre 8 y 20 casos al afio (Illnait et al., 2001a), mientras
que el analisis de una serie de 211 autopsias practicadas a pacientes con VIH/sida, revelo la
presencia de criptococosis en 27 de los fallecidos (més del 29 %), lo que demostré que este
es un trastorno mas grave y comun que lo reportado anteriormente (Arteaga et al., 1998).
Hasta la fecha, todos los aislamientos clinicos en Cuba identificados, pertenecen a
C. neoformans ser. A (Fernandez et al., 1990; Fernandez et al., 1998a; Martinez
et al., 2004).

Su forma clinica de presentacion mas frecuente, la neurocriptococosis, se considera como
marcadora del sida y la micosis de mayor letalidad en este grupo de personas. Los reportes
reflejan una mortalidad del 60 % con un tiempo de vida medio de 14 dias a pesar del
tratamiento antifungico convencional, cifra que alcanza el 100 % en los pacientes no

tratados o con tratamientos iniciados tardiamente (Perfect et al., 2010; Torok et al., 2010).

En general, los individuos que sobreviven al episodio inicial de infeccion, tienen alta
tendencia a presentar recaidas a pesar de la implementacién de las medidas recomendadas
(Perfect et al., 2010; Torok et al., 2010). El andlisis comparativo de las caracterizaciones
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moleculares dié lugar a la hipdtesis sobre el origen de la criptococosis recurrente debido a
la persistencia de la cepa inicial (Casadevall et al., 1993; Spitzer et al., 1993; Pfaller et al.,
1998; Desnos-Ollivier et al., 2010), condicion hasta ahora no explorada en los pacientes

cubanos.

En la actualidad, los antifungicos disponibles para su tratamiento se limitan a la
anfotericina B, la 5-fluorocitosina y el fluconazol. Aunque los efectos secundarios
asociados a la administracion de los dos primeros pudieran restringir su uso, estos
contintan siendo los agentes de eleccion para la terapia de induccién, mientras que el
fluconazol demostré resultados superiores en la de mantenimiento a largo plazo (Schwarz,
et al., 2007; Perfect et al., 2010; Torok et al., 2010).

Nuevas generaciones de azoles con potente actividad, amplio espectro de accion y perfiles
farmacocinéticos satisfactorios, han surgido en los ultimos afios; no obstante, la industria
farmacéutica continla la busqueda y desarrollo de nuevas alternativas con vistas a lograr
productos cada vez mas efectivos e inocuos. Con estos antecedentes se iniciaron los
estudios de susceptibilidad frente al isavuconazol, antifdngico con actividad in vitro frente
a los principales hongos patégenos y oportunistas (Odds, 2006; Schmitt-Hoffmann et al.,
2006a; Schmitt-Hoffmann et al., 2006b; Sabatelli et al., 2006; Schwarz et al., 2007). No
obstante, hasta el momento de la realizacién del presente estudio, se desconocia su eficacia

frente C. neoformans.

Paralelamente, la comprensién de la ecologia del complejo C. neoformans, asi como la
epidemiologia y patogenia de la micosis causada por estas especies, continda siendo un reto
y un elemento esencial para el desarrollo de estrategias en el manejo y prevencion de la
infeccion en los individuos susceptibles. En este sentido, se han aplicado multiples métodos
de tipificacion molecular con los cuales se han obtenido resultados divergentes. Hasta la
fecha, los mas frecuentemente utilizados incluyen a la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, de sus siglas en inglés) especifica para la determinacion de serotipos y tipos de
apareamiento, el analisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados
(AFLP, de sus siglas en inglés), el PCR-fingerprinting, la amplificacion al azar mediante
reaccion en cadena de la polimerasa de ADN polimorfico (RAPD-PCR, de sus siglas en

inglés) y el analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
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(RFLP, de sus siglas en inglés) entre otras (Boekhout et al., 2001; Escandén et al., 2006;
Meyer et al., 2003; Trilles et al., 2003; Viviani et al., 2006; Raimondi et al., 2007; Feng et
al., 2008; Hagen et al., 2010a). Mas recientemente, la tipificacion de secuencias multilocus
(MLST, de sus siglas en inglés) fue aplicada a colecciones de C. neoformans y C. gattii de
diversos origenes con buenos resultados; sin embargo, esta es una técnica laboriosa, alta
consumidora de tiempo y asociada a costos elevados (Bovers et al., 2008a; Bovers et al.,
2008b; Litvintseva et al., 2006; Meyer et al., 2009). Al igual que en esta Ultima, en la
tipificacion con fragmentos cortos altamente repetitivos (STR, de sus siglas en inglés), los
resultados se expresan numéricamente, por lo que son mucho méas compactos (factibles de
transportar en dispositivos electronicos intercambiables) y faciles de comparar con los
obtenidos en otros laboratorios. La tipificacion mediante STR cuenta con la ventaja
adicional de ser mas discriminatoria y de proporcionar una caracterizacion genética
rentable en corto tiempo, por lo que su uso se hace cada vez mas frecuente (de Valk et al.,
2009; Klaassen, 2009).

Desde finales de la década de 1980, con el incremento del niumero de pacientes con
criptococosis en Cuba, esta tematica pasé a formar parte de las lineas prioritarias de trabajo
del LMIPK. En torno a esta micosis y su agente causal, se realizaron estudios con
diferentes aristas entre los que se encuentran: de identificacion y caracterizacion de
aislamientos empleando los métodos convencionales disponibles en cada momento
(Fernandez et al., 1990; Fernandez et al., 1998a; Martinez et al., 2004), de epidemiologia
(Martinez et al., 1992; Brito, 2000; Fernandez, 2001; Rabelo 2002), patogenia (llInait et al.,
2004), sobre el desarrollo de métodos de diagndstico rapido (Alvarez et al., 1992; IlInait et
al., 2001b), la obtencién de anticuerpos monoclonales anti-C. neoformans ser. A (Gato et
al., 2006; IlInait et al., 2011a), de correlacién entre los hallazgos clinicos y de laboratorio
en pacientes sero- negativos y positivos al VIH (Torres, 2002), asi como de susceptibilidad
a antifungicos (Fernandez et al., 1998b; Fernandez et al., 1999) entre los mas importantes.
No obstante, estos ultimos estuvieron restringidos a no mas de 43 aislamientos y solo se
evaluaron la anfotericina B y el fluconazol debido a la no disponibilidad de otros

antimicoticos. De otra parte, se carecia de los recursos necesarios para el desarrollo de
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técnicas moleculares, por lo que se desconocian los patrones genéticos de los aislamientos

cubanos.

Sobre esta base, se planted la siguiente investigacion encaminada a determinar la relacion
genética entre los aislamientos cubanos de C. neoformans de origen clinico y ambiental, asi
como la susceptibilidad frente a la anfotericina B, 5-fluorocitosina, fluconazol, itraconazol
y tres de los triazoles de reciente generacion (voriconazol, posaconazol e isavuconazol),
datos que pudieran contribuir a un mejor conocimiento sobre la epidemiologia y patogenia

de esta micosis en Cuba.

1.2. Hipdtesis

Los aislamientos clinicos y ambientales cubanos del género Cryptococcus poseen

diversidad genética y resistencia a los antifngicos.

1.3. Objetivos
Obijetivo general

- Caracterizar taxondmicamente los aislamientos clinicos y ambientales cubanos de
Cryptococcus asi como determinar sus patrones genotipicos y de susceptibilidad a los

antifangicos.

Obijetivos especificos

- Determinar la especie, variedad, serotipo y tipo de apareamiento de los aislamientos de
Cryptococcus.

- Comparar los patrones genéticos de aislamientos clinicos con los ambientales de
C. neoformans var. grubii con vistas a determinar la relacion entre los mismos y las
posibles fuentes de infeccién humana.

- Caracterizar aislamientos consecutivos de C. neoformans var. grubii obtenidos de

pacientes con meningitis recurrente.



I. Introduccién

- Comparar los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos de C. neoformans
var. grubii frente a los antifungicos empleados en la primera linea de tratamiento de la

infeccion criptococosica y otros azoles de reciente generacion.

1.4. Novedad cientifica

- Este es el estudio mas amplio de susceptibilidad antiflngica de aislamientos cubanos de
C. neoformans y es ademas el primero a nivel mundial donde se comparan los valores de
concentracion inhibitoria minima de una amplia gama de antifungicos frente a una

representacion importante de aislamientos colectados durante 25 afios.

- Se reporta por primera vez la susceptibilidad in vitro de C. neoformans var. grubii frente

al isavuconazol.

- Se disefid un panel de nueve cebadores, siendo los pioneros en su aplicacién como

técnica de caracterizacion molecular en esta levadura.

- El estudio de la diversidad genética y de los patrones de susceptibilidad en aislamientos
seriados de C. neoformans de pacientes con cuadros recurrentes no tiene precedentes en
Cuba.

- Se determiné por primera vez en Cuba el serotipo/tipo de apareamiento de los
aislamientos autoctonos del complejo C. neoformans.

1.5. VValor teorico

- Se demuestra por primera vez la prevalencia de C. neoformans var. grubii MATa en los

aislamientos estudiados.

- Se brindan nuevos conocimientos sobre la patogenia y epidemiologia de la criptococosis
y su agente causal para Cuba con implicaciones mas alla de sus fronteras que se derivan

de las siguientes observaciones:
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» La segregacion genetica observada entre los aislamientos clinicos y ambientales,
sugiere la presencia de nichos de C. neoformans var. grubii adicionales hasta ahora

no estudiados.

» La recurrencia o persistencia de la infeccidn criptococosica es causada mayormente

por la co-infeccidn con diferentes genotipos.

1.6. Valor practico

- Uno de los objetivos priorizados por el Sistema de Salud Cubano es la vigilancia
epidemioldgica y la prevencion, por lo que los conocimientos adquiridos con este trabajo
se revertirdn en impacto social al permitir re-evaluar estrategias en la prevencion de la

enfermedad y el manejo de los pacientes afectados.

- Los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad podrian contribuir a trazar
pautas en el tratamiento de esta micosis en nuestro medio y a nivel mundial con la
consiguiente disminucion de mortalidad por esta infeccion, mejora en la calidad de vida
de los pacientes asi como ahorro de recursos por concepto de estadias hospitalarias y

adquisicion de medicamentos costosos y de menor efectividad.

- Las mdltiples ventajas de la caracterizacion mediante STR (genotipado rentable en corto
tiempo, menor laboriosidad, resultados transportables e intercambiables), sumado al
elevado poder discriminatorio el cual quedd demostrado durante la realizacion de este
trabajo, la hacen una técnica de gran utilidad para los estudios epidemioldgicos de

criptococosis y su agente causal.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

El complejo C. neoformans fue dado a conocer como patdégeno humano hace poco méas de
un siglo. Debido a su amplia distribucion y al niamero creciente de individuos afectados por
este agente, la infeccion que causa se ha convertido en un gran reto para la medicina
moderna a nivel mundial. Aqui se pretende brindar un acercamiento a los aspectos mas
sobresalientes del complejo C. neoformans y la enfermedad que ocasiona en relacion con

las temaéticas abordadas en el presente trabajo.

11.1 Desde el descubrimiento del agente causal de la criptococosis hasta su clasificacion

actual

Aunque posiblemente la descripcion del primer caso de criptococosis date de 1861 por
Zenker, la ausencia de evidencias microbioldgicas, hizo atribuirle este crédito a los médicos
alemanes Otto Busse y Abraham Buschke. En 1894 ellos reportaron el aislamiento de un
microorganismo al que denominaron Saccharomyces hominis a partir de una lesion en la
tibia de una mujer de 31 afios. Casi simultdneamente, Sanfelice describié la presencia de
una levadura capsulada obtenida a partir de jugo de durazno fermentado; posteriormente
demostré su patogenicidad en animales de laboratorio y la denomind Saccharomyces
neoformans. El propio Sanfelice poco tiempo después, recobra un agente similar a partir del
nodulo linfatico de un buey y lo denomina Saccharomyces lithogenes debido a que este
presentaba algunas diferencias respecto al primero (Casadevall y Perfect, 1998, Bovers et
al., 2008a).
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Un afio més tarde del primer reporte de un caso de criptococosis por Busse y Buschke,
Ferdinan Curtis en Francia, describe un “parasito vegetal” levaduriforme como agente
etioldgico de un absceso ulcerado en un joven francés con antecedentes de salud. Basado en
las diferencias morfologicas con los anteriores (levaduras ovales o elongadas) y la
demostracion en modelos animales de su afinidad por el tejido subcutaneo, Curtis
denominé a este agente Saccharomyces subcutaneous tumefaciens. Debido a la ausencia de
datos epidemioldgicos, se desconoce si este caso, actualmente considerado como el primer
reporte de infeccidén por C. gattii, constituyd la primera infeccién autdctona en Francia
(Kwon-Chung et al., 2011).

Estos hallazgos evidenciaron tres aspectos cardinales: i) la capacidad de producir infeccion
tanto en humanos como en animales, ii) esto sumado a la demostracién de los postulados de
Koch por Sanfelice y Curtis evidenciaron su potencial patogénico y iii) el hecho de ser
recobrado a partir de fuentes naturales revelaba su naturaleza saprofita. No obstante, las
diversas denominaciones recibidas causaron gran confusion respecto a este agente
(Casadevall y Perfect, 1998; Bovers et al., 2008a).

El género Cryptococcus se establecié por primera vez en 1833 por Kutzing para
“acomodar” a un nuevo organismo descrito como ‘“organismo microscépico globoso
hialino que da lugar a colonias mucoides blanquecinas con posicion taxondmica
indeterminada”. Luego, en 1901, Vullemin consideré que aquellos microorganismos
aislados por Busse y Sanfelice en 1894 deberian pertenecer a este género. A partir de
entonces, su definicion sufri6 maltiples enmiendas hasta que se propuso conservar el
nombre del género como Cryptococcus Vullemin y se designé a C. neoformans como
especie tipo. Actualmente el género incluye cerca de 100 especies, tanto patégenas como
no patégenas, para algunas de las cuales se conoce su estado teleomdrfico (Tomado de
Kwon-Chung et al., 2011).

Un paso que contribuyd de manera significativa a la clasificacion actual, fue el
reconocimiento de la forma sexual de C. neoformans. En 1975 se describio el primer
teleomorfo, Filobasidiella neoformans, el cual se obtuvo por el apareamiento de aislamientos
compatibles de los serotipos A y D. La segunda especie, Filobasidiella bacillispora, se logro
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por el entrecruzamiento de células compatibles de los serotipos B y C (Kwon-Chung, 1975).
La correlacion entre los serotipos y los diferentes estados teleomdrficos indicaba que las
diferencias entre los aislamientos no estaban limitadas a sus propiedades antigenicas. Los
estudios subsecuentes demostraron que ambas especies se distinguen en cuanto a sus nichos
ecoldgicos, epidemiologia, bioquimica, asociacion con diferentes estados inmunolégicos
del hospedador, filogenia y arreglos genémicos entre otros (anexo 1) (Kwon-Chung y
Varma, 2006).

Las investigaciones en torno a los mas diversos aspectos relacionados con este agente y la
enfermedad que produce, dieron lugar a su clasificacion actual. Lo que otrora se considero
una “especie compleja”, hoy se reconoce como un “complejo de especies” (Fonseca et al.,
2011). El estado anamorfo de F. bacillispora, el cual comprende a los serotipos B y C se
elevé al nivel superior y se nombr6 Cryptococcus bacillisporus; més tarde esta denominacion
se sustituy6 por C. neoformans var. gattii y actualmente es reconocida como especie C. gattii.
Por su parte, el anamorfo de F. neoformans (ser. A, D y AD), nombrado como
C. neoformans, se reclasifico como C. neoformans var. neoformans; sin embargo, basado en
sus caracteristicas filogenéticas, esta nomenclatura también se modificd. Hoy esta ultima
variedad, fue elevada a nivel de especie a la cual se le asignaron las variedades
C. neoformans var. grubii correspondiente al serotipo A, C. neoformans var. neoformans
correspondiente al serotipo D asi como el estado intervarietal C. neoformans serotipo AD
(anexo 2) (Kwon-Chung et al., 2006; Kwon-Chung et al., 2011).

11.2. Criptococosis
11.2.1. Concepto

La criptococosis, conocida anteriormente como enfermedad de Busse y Buschke, blastomicosis
europea o torulosis es la infeccion producida por las levaduras encapsuladas del complejo de
especies C. neoformans; microorganismos ubicuos capaces de causar enfermedad tanto a
humanos como a animales. Aunque la infeccion ocurre a partir de la inhalacion de particulas
infecciosas, las formas clinicas mas frecuentemente diagnosticadas no son las pulmonares, sino

la meningitis y la diseminada (Kwon-Chung et al., 2011).
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11.2.2. Agente causal

De las cerca de 100 especies descritas comprendidas en el género Cryptococcus, el
complejo C. neoformans constituye el principal responsable de las infecciones tanto en
humanos como en animales (Fonseca et al., 2011). No obstante, la literatura recoge un
namero cada vez mayor de reportes de casos por Cryptococcus albidus y Cryptococcus
laurenti, como responsables aproximadamente el 80 % de las infecciones causadas por
otras especies diferentes del complejo C. neoformans (Khawcharoenporn et al., 2007).
Otros miembros de este género se reportan con menor frecuencia y se encuentran
relacionadas fundamentalmente con la inmunodepresion severa como principal factor
predisponente. Resulta razonable suponer que con el incremento en la aplicacion de
regimenes de tratamiento agresivos que conllevan a estados de inmunosupresion
graves o prolongadas, asi como el desarrollo de los sistemas microbiolégicos de
identificacién cada vez mas sensibles y especificos, se produzca un incremento
simultaneo en el namero de aislamiento de los mismos (Casadevall y Perfect, 1998;
Khawcharoenporn et al., 2007; Kwon-Chung et al., 2011). La identificacion correcta
de estos agentes tiene gran relevancia clinica, ya que los mismos muestran diferente
susceptibilidad a los antifangicos, lo que conlleva cambios en la conducta terapéutica
(Pfaller et al., 2009). No obstante, con fines préacticos, se considera que el complejo
C. neoformans es el Unico que consistentemente produce esta enfermedad (Kwon-
Chung et al., 2011).

Las levaduras pertenecientes al complejo C. neoformans se caracterizan por ser
redondeadas-ovaladas de 4 a 6 um de didmetro, rodeadas de una capsula polisacaridica de
tamario variable. Los aislamientos recobrados de fuentes ambientales, suelen ser pequefios
(£ 4 um) con capsula practicamente inaparente mientras que en los de origen clinico sucede
lo contrario (> 30 um) (Casadevall y Perfect, 1998; Kronstad et al., 2011). Basado en las
diferencias antigénicas de esta estructura, se identificaron cinco serotipos: A, B, C, D y AD
en tanto que las caracteristicas bioquimicas, ecologicas, epidemioldgicas y genéticas
permitieron distinguir las actuales especies y variedades que integran el complejo

(anexo 1).
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11.2.3. Ecologia del agente causal

El complejo C. neoformans esta integrado por levaduras saprofitas de vida libre capaces de
sobrevivir en diversos nichos ecoldgicos. Desde su descubrimiento hasta la actualidad, se
han realizado numerosas investigaciones con vistas a lograr una mayor compresion de su
ciclo biologico en la naturaleza (Casadevall y Perfect, 1998; Randhawa et al., 2010;
Kwon-Chung et al., 2011).

La especie C. neoformans se aisla en todas las latitudes a partir de las méas disimiles fuentes
naturales (del suelo, el aire, el agua, de la leche cruda y sus derivados, frutas citricas, de las
verduras tales como habichuelas, remolachas, coles, rdbanos, lechugas, tomates y en
algunos tubérculos como la papa). No obstante, el mayor nimero de aislamientos se reporta
a partir de excretas de aves, especialmente de palomas domésticas (Columba livia), siendo
este entre los conocidos, su nicho ecolégico mas importante (Casadevall y Perfect, 1998;
Cabral, 1999; Kwon-Chung et al., 2011). A pesar de esto, las evidencias sugieren que las
palomas no son su principal reservorio en la naturaleza, debido a las bajas concentraciones
del microorganismo detectadas en el pico, el buche, las patas y el intestino de estas aves.
Este fendbmeno posiblemente se debe a la elevada temperatura corporal (41-43 °C) y las altas
concentraciones de amonio presente en las excretas frescas que inhiben la multiplicacion del
agente. En contraste, en las heces acumuladas y protegidas de los rayos ultravioletas del sol,
se pueden detectar concentraciones de hasta 2-3 x 10° células/g de heces, donde es capaz de
sobrevivir hasta un afio si se renueva la fuente de nitrogeno (Hamasha et al., 2004). Estos
hechos sumados a los reportes cada vez mas frecuentes de C. neoformans a partir de méas de
22 especies de arboles de diferentes familias y géneros hacen suponer que su nicho ecolégico
primario pudieran ser las plantas (Lazera et al., 2000; Randhawa et al., 2008; Randhawa et
al., 2010). Esta hipdtesis esta respaldada por la demostracién de la especializacion del
complejo C. neoformans en la degradacion de lignina que le sirve de sustrato para el
crecimiento saprofito valiéndose de su enzima fenoloxidasa (Lazera et al., 2000).

Por su parte, la especie C. gatti parece presentar una distribucion mas restringida a climas
tropicales y subtropicales aunque mas recientemente el brote ocurrido en la costa oeste de
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América del Norte indica un cambio drastico en la adaptacion de este microorganismo a
otros ambientes (Kidd et al., 2007; Galanis y Macdougall, 2010; Macdougall et al., 2011).
Su nicho ecoldgico fue un enigma hasta 1990 cuando los investigadores australianos Ellis y
Pfeiffer describieron por primera vez su asociacion con Eucalyptus camaldulensis. Ellos
confirmaron la presencia de basidiosporas, suspendidas en el aire proximo a estos arboles y
sugirieron que en ese reservorio podia ocurrir la reproduccion sexual y la consecuente
diseminacion de los propagulos al ambiente (Ellis y Pfeiffer, 1990). Posteriormente se
demostrd que dicha asociacion no esté restringida a un tipo de arbol o a un area geogréfica en
particular (Lazera et al., 2000; Kidd et al., 2007). Reportes posteriores de su aislamiento a
partir de guano de murciélago, en Brasil y de un nido de avispa, en Uruguay, contribuyeron al
mejor conocimiento de la diversidad de sus fuentes naturales que, curiosamente, no incluyen

excretas de aves o suelos contaminados (Ellis, 1987; Hamasha et al., 2004).

11.2.4. Patogenia de la enfermedad

Testimonios circunstanciales sugieren que la infeccion por las levaduras del complejo
C. neoformans generalmente se desarrolla después de la inhalacion de propagulos
infecciosos. Esta también puede ocurrir en diversas especies de animales pero las
evidencias de trasmision tanto de persona a persona como de los animales al hombre o de
enfermedad adquirida en el laboratorio, son escasas. Otras rutas son menos frecuentes e
incluyen el trasplante de 6rganos a partir de donantes infectados y la inoculacién cutanea a

través de traumatismos (Torok et al., 2010).

Los estudios seroldgicos en la poblacion general indican una alta prevalencia de infeccién
por estas levaduras, la cual parece ser adquirida durante la infancia. A pesar de esto, no
todos los individuos desarrollan la enfermedad ya que este proceso suele estar determinado
por tres factores fundamentales: el estado de los mecanismos de defensa del hospedador, la

virulencia de la cepa infectante y la cuantia del inoculo (Casadevall, 2010).

Una vez inhalado el agente infeccioso, este llega a los pulmones, donde encuentra una primera
linea de células efectoras fagociticas inespecificas: macréfagos alveolares, neutrofilos, células

asesinas naturales y algunos linfocitos. La capacidad de estas células de eliminar las levaduras
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es limitada, por lo que inéculos grandes pueden superarla y permitir la multiplicacion del
hongo. No obstante, los macrofagos que fagocitaron levaduras procesan los antigenos para
expresarlos en su superficie unidos al complejo mayor de histocompatibilidad clase Il y los
presentan a los linfocitos T CD4" encargados de desencadenar la respuesta inmune especifica.
En la mayoria de los sujetos inmunocompetentes, dicha respuesta es capaz de eliminar el
microorganismo Y la infeccion no pasa de un foco pulmonar localizado con pocos o ningln
sintoma (Casadevall et al., 1993; Olszewski et al., 2010).

El desarrollo de la criptococosis es mas frecuente en individuos con trastornos de la inmunidad
mediada por células y en la actualidad la infeccion con el VIH, resulta la condicién
predisponente méas importante (Byrnes et al., 2009; Galanis y Macdougall, 2010). Otras
circunstancias tales como: los tratamientos con esteroides, los pacientes que reciben trasplantes
de drganos solidos, las enfermedades pulmonares obstructivas crénicas, la diabetes, el linfoma,
la leucemia, la sarcoidosis, la cirrosis, las enfermedades del tejido conectivo (Ej. lupus
eritematoso Y artritis reumatoide) las cuales a su vez son agravadas por el uso de esteroides,
pudieran también favorecerla (Perfect, 2006). No obstante, la hipdtesis de que un sistema
inmune conservado es capaz de controlar la infeccion, ha sido desafiada. De un lado, los casos
documentados desde antes de la epidemia del sida, demuestran que este agente es capaz de
causar enfermedad en individuos sin causas predisponentes aparentes (Mitchell y Perfect, 1995)
y de otro, se demostré ampliamente que la especie C. gattii, constituye la principal responsable

de los cuadros de criptococosis en pacientes seronegativos al VIH (Casadevall, 2010).

A diferencia de las potentes toxinas liberadas por las bacterias patdgenas, el complejo
C. neoformans no parece producir abundantes productos que contribuyan directamente a la
manifestacion de la enfermedad. La participacion de los mismos es sutil y en muchos casos
favorecen la supervivencia de la levadura en el hospedador. La patogenia de la infeccion
criptococdsica depende en gran medida del balance entre la accion simultanea de varios de
estos mecanismos Yy el estado del sistema inmune (Casadevall et al., 2003; Idnurm et al.,
2005; Kozubowski y Heitman, 2011).

Entre los atributos mas estudiados del complejo C. neoformans que contribuyen a la
produccién de enfermedad se encuentran la capsula polisacaridica y sus constituyentes, la

sintesis de melanina y la sintesis de enzimas extracelulares (ureasa, superéxidodismutasa,
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proteinasas, estearasas y lipasas) (Rodriguez et al., 2009; Zaragoza et al., 2009; Kronstad et
al., 2011). Més recientemente se reconocieron otros atributos que contribuyen al poder
patogénico de estas levaduras. Entre ellos, los cambios en la morfologia (desde la
formacion de filamentos durante el apareamiento hasta la expansion de la capsula y del
tamarfio celular en respuesta a determinados factores del hospedador durante la infeccién) y
la formacion de biopelicula (Martinez et al., 2008; Lin, 2009; Casadevall, 2010;
Kozubowski y Heitman, 2011; Kronstad et al., 2011).

Tanto C. neoformans como C. gattii comparten los principales mecanismos de adaptacion y
virulencia, lo que sustenta la clasificacion de ambas especies como patégenas verdaderas.
No obstante, la diferencia en la preferencia de hospedador resulta sorprendente y hasta el
momento se desconocen sus bases, lo que indica la necesidad de estudios méas profundos
(Casadevall, 2010; Kozubowski y Heitman, 2011; Kronstad et al., 2011).

La diseminacion extrapulmonar se encuentra invariablemente asociada a enfermedad,
siendo la meningoencefalitis la presentacion clinica més frecuente. Las bases del
neurotropismo del complejo C. neoformans no estdn muy claras, pero pudieran involucrar
de un lado la abundante presencia de catecolaminas, las cuales constituyen excelentes
sustratos para la enzima fenoloxidasa y de otro, la evasién selectiva de las defensas del
hospedador. La barrera hematoencefalica excluye, de forma efectiva, las moléculas de
proteinas como anticuerpos y factores del complemento, los cuales son esenciales para una
opsonizacién eficiente del hongo. Se plantea que las células fagociticas residentes del
sistema nervioso central (SNC) son efectivas contra el hongo, pero su actividad depende de
forma critica de la presencia de opsoninas (Feldmesser et al., 2000; Casadevall, 2010;
Charlier et al., 2010).

Ambas, C. neoformans y C. gattii, son capaces de sobrevivir en el ambiente inhéspito de
los fagosomas. El desarrollo de estas estructuras con grandes masas de levaduras en su
interior sugiere que los primeros estadios de la replicacion del microorganismo, ocurren
dentro de estas vesiculas para luego escapar a traves de un proceso de expulsion no
destructivo (Johnston y May, 2010). En realidad dicha expulsion es precedida de la fusién
fagolisosoma, la cual parece estar coordinada o ser dependiente del patdégeno, ya que la

misma no se produce en presencia de levaduras muertas (Alvarez y Casadevall, 2006).
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La observacion de fagolisosomas gigantes dio lugar a especular que C. neoformans es
capaz de alterar las propiedades de la membrana de estos organelos citoplasmaéticos lo que
permite al patdgeno evitar la muerte de la célula hospedadora y con esto la activacion del
proceso inflamatorio. De otra parte, se demostré la transferencia de levaduras entre
macrofagos, proceso que pudiera contribuir a la persistencia o latencia del patégeno en el
hospedador (Ma et al., 2007; Johnston y May, 2010).

Se han realizado numerosos estudios para tratar de comprender los mecanismos de
persistencia de Cryptococcus. En este sentido, los trabajos de Olszewski et al., brindaron
una amplia panoramica sobre este fendmeno tan complejo. Segun estos investigadores, un
pequefio nimero de levaduras pueden persistir por largos periodos e incluso de por vida en
los tejidos del hospedador. En este caso, los efectos moduladores sobre la respuesta inmune
tanto innata como adaptativa, la elevada capacidad de adaptacidn a condiciones extremas,
asi como el desarrollo de la capacidad de adaptacion y resistencia a los tratamientos,
aungue resultan insuficientes para promover la enfermedad en la mayoria de los
hospedadores inmunocompetentes, favorecen la persistencia subclinica y la reactivacion de

la infeccidn o recaidas (Olszewski et al., 2010).

11.2.5. Manifestaciones clinicas

Aunque el namero de levaduras presentes en los sitios afectados es significativamente
mayor en los pacientes inmunocomprometidos, las manifestaciones clinicas son similares
tanto en estos como en los inmunocompetentes. Las infecciones por C. gattii a su vez
pudieran distinguirse por su mayor tendencia a producir lesiones tumorales, mayor
compromiso neurolégico y una respuesta mas retardada al tratamiento. A pesar de estas
diferencias, la presentacion de la enfermedad responde, independientemente del agente

causal, al 6rgano mas afectado (Richardson, 2003; Toérok et al., 2010).

La literatura recoge un sinnimero de revisiones acerca de la criptococosis tanto en la era pre-
sida como después de iniciada esta pandemia. En los mas de 100 afios de experiencia clinica,
quedd establecido que el pulmon constituye el primer 6rgano de choque del complejo

C. neoformans; sin embargo, la mayoria de los casos cursa de forma asintomatica durante el
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paso de esta levadura por el sistema respiratorio. Cuando aparecen manifestaciones, estas
incluyen tos con expectoracion mucoide, fiebre, dolor pleural, malestar general y pérdida de
peso. A diferencia de la infeccion por Histoplasma capsulatum, Cryptococcus produce
calcificacion en los tejidos de forma excepcional, por lo que las lesiones no pueden ser
detectadas radioldégicamente; esta caracteristica, combinada a la no disponibilidad de
pruebas intradérmicas de utilidad, hacen mas dificil la definicion de infeccion por este
agente (Richardson, 2003; Harrison 2009; T6rok et al., 2010).

La mayoria de los casos no son diagnosticados hasta la aparicion de los sintomas y signos
neuroldgicos, siendo la infeccién del cerebro y las meninges la forma clinica méas comdn y
la principal causa de muerte durante la infeccion criptococosica. Generalmente se instaura
de forma insidiosa, cursando con cefalea mantenida y fiebre (38-39 °C). Ademas se puede
presentar bajo la méas variada sintomatologia correspondiente a este sistema. Debido a que
su presentacion clinica es inespecifica, resulta importante considerar su diagnéstico en todo
paciente seropositivo al VIH con fiebre y la re-evaluacion de infeccion por el complejo
C. neoformans a intervalos regulares, ain cuando las investigaciones iniciales sean
negativas (Casadevall y Perfect, 1998; Richardson, 2003; Harrison, 2009).

Otros sitios frecuentemente atacados son la piel y la préstata. Esta Ultima es considerada
como un reservorio importante en el hombre. No obstante, C. neoformans puede invadir de
forma aislada o simultdneamente, cualquier parte del cuerpo durante el proceso de
diseminacion con manifestaciones propias de cada localizacion (Casadevall y Perfect,
1998; Richardson, 2003; Torok et al., 2010).

11.3. Diagnostico y caracterizacion molecular

El diagnéstico microbioldgico de la criptococosis se basa en el examen microscépico
directo de la muestra, el aislamiento de la levadura asi como la realizacion de pruebas
bioguimicas y serologicas. No obstante, estos métodos presentan algunos inconvenientes que
pudieran conducir a errores en la identificacion (Huston y Mody, 2009). Los métodos
fenotipicos por ejemplo, son laboriosos, consumidores de tiempo y en ocasiones imprecisos
debido a la subjetividad en la interpretacion de los resultados (Wengenack y Binniker, 2009).
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Los métodos automatizados y semiautomatizados tales como el APl 20C AUX y VITEK
respectivamente permiten la obtencién de resultados en aproximadamente 72 h; estos, sin
embargo, presentan sus propias limitaciones ya que dependen de pruebas complementarias
para la identificacion del aislamiento (Gilindes et al., 2001; Massonete et al., 2004). Durante
el diagnostico inmunoldgico, por su parte, se observa la ocurrencia de falsos positivos
debido a reacciones cruzadas con el factor reumatoideo, Trichosporon spp. Yy

contaminaciones con gérmenes gramnegativos fundamentalmente (Huston y Mody, 2009).

Aunque no se aplican al diagndstico de rutina, existen métodos moleculares disponibles para la
deteccidn de secuencias genéticas especificas del complejo C. neoformans, tanto a partir de
muestras clinicas como de cultivos (Bovers et al., 2007; Wengenack y Binnicker, 2009). Estas
herramientas permiten la identificacion de las especies del complejo C. neoformans y otras
descritas menos frecuentemente como C. laurentii, proporcionando resultados mas completos
que el diagndstico convencional con lo cual contribuyen a una mejor comprension de la
epidemiologia y la historia natural de la criptococosis. Estas a su vez, se pueden emplear para
conocer la presencia de determinados genotipos en una poblacion dada, permitiendo el estudio
de la diversidad de especies en el medio ambiente (Leaw et al., 2006).

Dada la estrecha vinculacion de este trabajo con algunas de estas herramientas durante el
estudio de la criptococosis y su agente causal, a continuacion se describen brevemente

algunas de ellas.

Hibridizacion ADN-ADN: Se basa en la propiedad intrinseca de la complementariedad de las
bases nitrogenadas y fue una de las primeras aplicadas en los estudios moleculares de diversos
patdgenos incluyendo el complejo C. neoformans. Constituye una poderosa herramienta para el
desarrollo de cebadores especificos y actualmente se emplea en investigaciones académicas para
determinar las variaciones genéticas entre aislamientos de diferentes areas geograficas (Hu et al.,
2008; Costa et al., 2010).

Electrocariotipaje: Fue la primera técnica empleada para el analisis cromosomal de
C. neoformans. La misma consiste en la separacion de grandes fragmentos de ADN a través de
su re-orientacion en un gel de agarosa bajo la accién de campos alternos de electricidad.

Polacheck y Lebens fueron los primeros en visualizar el cromosoma de C. neoformans y
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C. gattii a través de un sistema de electroforesis con campos hexagonales alternantes, el cual
reveld que ambas especies difieren en el nimero de bandas cromosomales. Debido a su
complejidad elevada actualmente su aplicacion en los estudios de C. neoformans es muy
limitada (Polacheck y Lebens, 1989).

PCR: Entre las multiples herramientas para manipular y obtener datos a partir de ADN, esta
técnica permite la obtencion de multiples copias de segmentos pequefios y especificos del
genoma. La misma facilitd el avance en el diagndstico de la criptococosis con suficiente
especificidad y sensibilidad mediante la deteccion de cantidades minimas de especimenes. Esta
tiene las siguientes ventajas: i) ser rapida y de ejecucion sencilla, ii) menos costosa que la
hibridizacion, iii) puede ser totalmente automatizada, iv) aplicable a muestras contaminadas o
cultivos mixtos, v) se puede usar en combinacion con otras técnicas haciéndola util como
herramienta para estudios de epidemiologia molecular. Las variantes mas usadas en la
identificacion de C. neoformans y C. gattii son la PCR anidada, la PCR mudltiple y la PCR en
tiempo real. Entre las secuencias dianas empleadas mas frecuentemente se destacan URAS,
CAP59, M13 e ITS (18S, 5.8S y 28S). De todas ellas, la tltima es la mas usada para la deteccion
de secuencias flngicas, especialmente debido a su alto grado de variacién y la presencia de
aproximadamente 100 copias por genoma haploide (Hsu et al., 2003; Pryce et al., 2006).

PCR-fingerprinting: Se fundamenta en la deteccion de secuencias de ADN repetitivo
hipervariables. Se considera como una de las técnicas moleculares mas rapidas para la deteccion de
patrones de bandas. Se utiliza para confirmar un tipo molecular determinado en los casos
esporadicos de enfermedad o durante los estudios de epidemiologia molecular. EI hecho de utilizar
cebadores cortos fundados en secuencias arbitrarias durante la amplificacion elimina la necesidad
de conocer previamente la secuencia lo que proporciona una mayor capacidad de discriminacion
para la caracterizacion en comparacion con los analisis bioquimicos y serolégicos. Debido su
elevada sensibilidad y especificidad para detectar diferencias inter- e intra- variedad permite la
diferenciacion rapida de C. neoformans y C. gattii. Entre las secuencias dianas mas utilizadas se
encuentran el ARNry ADNr (18S, 5.8S y 28S) y URA5, CNLAC1, CAP59, CAP64, PBL1, M13,y
GACAA4. Los estudios basados en la toma de “huellas dactilares” permiten la clasificacion de los
aislamientos clinicos y ambientales en 8 tipos moleculares mayores; sin embargo, todavia no hay
una correlacion exacta entre el serotipo y los tipos moleculares de C. gattii (Meyer et al., 2003; Chen
et al., 2008; Mueller y Wolfenbarger, 1999; Kidd et al., 2007).
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RAPD: Consiste en la amplificacion de ADN gendmico a través de cebadores simples con
secuencias de nucleotidos arbitrarios. Detecta el polimorfismo sin informacion sobre la secuencia
de nucledtidos especifica. Este método permite la diferenciacion de las variedades, serotipos, y los
tipos moleculares de las principales especies patdgenas del género. Se emplea para estudiar la
variabilidad genética de Cryptococcus spp. provenientes de diferentes fuentes, para determinar el
perfil genético de cepas obtenidas de pacientes con VIH de una determinada region geografica o de
diferentes sitios anatdmicos. En la actualidad, su uso se ha sustituido por métodos mas recientes que

tienen mayor resolucion (Garcia-Hermoso et al., 1999; Litvintseva et al., 2005).

RFLP y PCR-RFLP: Ambas se basan en el andlisis del polimorfismo de regiones variables del
ADN vy son especificas para la deteccion rapida de los serotipos y los tipos moleculares del
complejo C. neoformans. La diferencia bésica entre ellas esta en que con el RFLP se analiza la
variacion de la longitud de los fragmentos del ADN genoémico digeridos previamente con una
enzima de restriccion y el PCR-RFLP analiza solo el polimorfismo de un fragmento
amplificado y digerido posteriormente con endonucleasas. Los estudios de epidemiologia
molecular demuestran que esta Ultima se puede aplicar para determinar la posible relacion entre
los aislamientos del complejo C. neoformans clinicos y ambientales y para el diagndstico de
casos especificos. EI empleo de la secuencia del gen URAS es una de las mas utilizadas en la
misma. (Boekhout et al., 2001; Meyer et al., 2003; Kidd et al., 2007).

AFLP: Es una de las técnicas méas avanzadas para la obtencion de un gran nimero de marcadores
moleculares distribuidos dentro de los genomas tanto de procariotas como de eucariotas. ES mas
eficiente que el PCR-RFLP, ya que combina una alta especificidad, alta resolucién y alto poder de
muestreo. Adicionalmente, es excelente en la deteccion de variabilidad genética ya que ademas
explora la presencia o ausencia del polimorfismo en los sitios de restriccion. Permite agrupar a las
especies del complejo C. neoformans en seis tipos moleculares (anexo 1) y comparar los resultados
obtenidos a través de otras técnicas de tipificacion (Ej. la serotipificacion). Entre sus principales
limitaciones se encuentran: ser una técnica laboriosa (con varias etapas para su ejecucion),
mayor cantidad de reactivos y aparatos de laboratorio necesitados, y la calidad exquisita del
ADN, factor crucial para el éxito de la técnica. Hoy en dia, el uso de AFLP para la tipificacion
del complejo C. neoformans también se asocia a estudios de virulencia (Mueller y Wolfenbarger,
1999; Boekhout et al., 2001; Barreto de Oliveira et al., 2004; Enache-Angoulvant et al., 2007; Bovers et
al., 2008b; Leal et al., 2008; Litvintseva y Mitchell, 2009; Byrnes et al., 2009).
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MLST: Constituye una de las herramientas mas importantes para los estudios de la epidemiologia
global y de la estructura de poblacion. Se basa en la variacion de la secuencia de nucle6tidos
de multiples genes como los que codifican la capsula, la ureasa, la fosfolipasa, y la produccion
de lacasa. Es de gran valor para la determinacién de genotipos circulantes del complejo
C. neoformans en diferentes partes del mundo. Entre sus ventajas cuentan la de ser altamente
reproducible y concisa, sus resultados pueden ser analizados a través de programas bioinforméticos
especificos y ademéas pueden ser intercambiados entre los laboratorios. Por otra parte, los datos
generados se pueden utilizar para diferenciar aislamientos e investigar las relaciones evolutivas.
Recientemente, el grupo de trabajo dedicado a los estudios genotipicos de C. neoformans y C. gattii
de la Sociedad Internacional de Micologia Humana y Animal publicd el esquema de MLST
acordado para los estudios de secuencias multilocus de ambas levaduras (Litvintseva et al., 2006;
Chen et al., 2008; Hiremath et al., 2008; Meyer et al., 2009; Urwin y Maiden, 2003).

Tipificacion mediante STR: Sus primeras aplicaciones fueron en los estudios forenses y de
paternidad pero sus multiples ventajas favorecieron su expansion a otros campos. Los STR son
secuencias de ADN en las que un fragmento (cuyo tamafio va desde uno hasta seis nucle6tidos)
se repite de manera consecutiva. La variacion en el nimero de repeticiones crea diferentes
alelos. Generalmente se encuentran en zonas no codificantes del ADN y poseen una alta tasa de
mutacion, lo que los hace muy polimorficos. Al igual que el MLST es altamente reproducible y
sus resultados comparables facilmente intra- e inter- laboratorios (Hanafy et al., 2008; de Valk et
al., 2009; Klaassen, 2009)

Actualmente, la tipificacion molecular de los microorganismos juega un papel mucho mas
amplio que la simple determinacion de los patrones genéticos que caracterizan un
aislamiento. El desarrollo de estas técnicas trajo consigo nuevas posibilidades a los campos
de la taxonomia, identificacion y diagndstico, asi como al esclarecimiento sobre la filogenia
y evolucién de los mismos. La acumulacién de los datos generados por estos métodos debe
tener en el futuro, un impacto positivo sobre el control de especimenes resistentes y en un

mejor manejo de la enfermedad (Costa et al., 2010; Kwon-Chung et al., 2011).


http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
http://es.wikipedia.org/wiki/Alelo
http://es.wikipedia.org/wiki/Mutaci%C3%B3n
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11.4. Manejo de los pacientes con criptococosis. Nuevas opciones terapéuticas

Entre las enfermedades infecciosas, el tratamiento de la criptococosis ha sido uno de los
mas estudiados; sin embargo, todavia quedan muchos aspectos terapéuticos por resolver.
AUn resulta preocupante el hecho de que a pesar de los avances médicos, la tasa de
mortalidad durante los tres primeros meses de tratamiento de la neurocriptococosis
sobrepase el 20 % alcanzando el 100 % en los pacientes que no reciben tratamiento
oportuno (Perfect et al., 2010). Los multiples trabajos publicados sobre este tema coinciden
en que entre los esquemas evaluados, el mas efectivo consiste en la aplicacion de una fase
de induccion, seguida de consolidacién y finalmente, con vistas a disminuir las frecuentes
recidivas (~ 50 % de los que sobreviven el episodio inicial), una fase de mantenimiento
en aquellos pacientes con conteos de linfocitos CD4" < 200 células/mL (Casadevall y
Perfect, 1998; Perfect et al., 2010; Torok et al., 2010).

Durante la primera fase, el tratamiento recomendado se basa en la combinacion de dos o
mas medicamentos. Los de eleccion consisten en anfotericina B (0,7-10 mg/kg/d) vy
5-fluorocitosina (100 mg/kg/d) durante 2 semanas. Entre las alternativas disponibles se
encuentran las formulaciones liposomales de anfotericina B y en los casos de no
disponibilidad o intolerancia a alguno de los medicamentos mencionados, su sustitucion
por el fluconazol (800-400 mg/d) o el itraconazol (400 mg/d). Durante la fase de
consolidacién se recomienda el empleo del primero (400 mg/d) durante 8 semanas, dosis
que se reduce a la mitad por no menos de un afio en la siguiente fase. Como alternativas
han sido evaluados el itraconazol (400 mg/d) y la anfotericina B (1 mg/kg/semana) (Perfect
et al., 2010). La reduccion o supresion de los tratamientos esteroideos cuando sea posible,
la administracién de interferon gamma y de la anfotericina B por via intratecal o
intraventricular, asi como la escision quirurgica de las lesiones, son aplicadas en casos de
fallo terapéutico (Richardson, 2003; Perfect et al., 2010; Torok et al., 2010). La estrategia
mejor para el manejo de la presion endocraneana no estd bien establecida, pero las
evidencias demuestran que el drenaje de liquido cefalorraquideo (LCR) mediante diferentes

métodos ofrece los mejores resultados (Casadevall y Perfect, 1998; Torok et al., 2010).

A pesar de los avances logrados, las cifras alarmantes de fallos terapéuticos y recaidas

indican la carencia de un régimen fungicida optimo para el control de esta infeccion, lo que
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hace necesario la evaluacion de nuevas estrategias. En este sentido se investiga sobre un
espectro amplio de opciones, que incluyen desde la inmunizacion (tanto activa con antigeno
polisacaridico de la levadura como pasiva con anticuerpos monoclonales especificos
anti-C. neoformans) hasta la evaluacion de nuevos antifangicos (Mondon et al., 1999;
Espinel-Ingroff, 2003; Thompson et al., 2008; Pfaller et al., 2009; Thompson et al., 2009;
Saylo et al., 2010; Chow y Casadevall, 2011).

A pesar de que ciertos antifungicos desarrollados mas recientemente ya se encuentran
licenciados para uso en humanos, aun resulta dificil el tratamiento de algunos pacientes, lo
que hace necesaria la busqueda de otras alternativas terapéuticas. Nuevas generaciones de
azoles tales como el ravuconazol, el albaconazol y el isavuconazol se encuentran
actualmente en diferente estadios de desarrollo (Guinea y Bouza, 2008; Fera et al., 2009).
El espectro antifungico de este altimo parecer ser similar al del voriconazol y el
posaconazol, demostré una potente actividad in vitro frente a las especies Candida,
Aspergillus, Scedosporium spp., Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum,
Zygomycetes, asi como frente a hongos pigmentados menos frecuentes (Exophiala spp. y
Phialophora spp.) y hasta el momento no ha sido reportada resistencia cruzada con el
fluconazol (Hagen et al., 2010a; Pasqualotto y Denning, 2008; Thompson et al., 2009;
Thompson y Wiederhold, 2010; Yamazaki et al.,, 2010). Adicionalmente, el perfil
farmacocinético de esta droga, resulta ventajoso con relacion al de otros antifungicos (baja
toxicidad, vida media prolongada, escasa interaccién con otros medicamentos y buena
tolerancia), permitiendo su administracién tanto oral como parenteral (Thompson y
Wiederhold, 2010). Este medicamento se encuentra actualmente en fase Il de ensayo
clinico, pero los escasos datos sobre su costo y eficacia clinica tanto en el tratamiento como
en la prevencién de las micosis invasivas aun hacen incierta su utilidad (Guinea y Bouza,
2008; Guinea et al., 2010).

En el anexo 3 se resumen las principales caracteristicas de los antifungicos evaluados en

este estudio.
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11.5. Pruebas de susceptibilidad in vitro

En la medida que se incrementa el nimero de antimicrobianos disponibles, se incrementa
también la necesidad de métodos confiables para determinar la susceptibilidad de los
aislamientos frente a los mismos, contribuyendo de esta forma a la seleccion de la mejor
opcion terapéutica. Esta realidad no pasé a ser importante en la micologia médica hasta
iniciada la epidemia del sida. El empleo del fluconazol generalmente a dosis
subterapéuticas para el tratamiento de la candidiasis oroesofagica, desencadend la
emergencia de especimenes resistentes, al tiempo que inducia la seleccion natural de otras
con resistencia innata. Asi, fueron los pacientes infectados con el VIH los que
proporcionaron las principales evidencias in vivo para el posterior desarrollo de las pruebas
in vitro (Tapia, 2009).

La aplicacion de métodos estandarizados y reproducibles para determinar la susceptibilidad
permite la comparacion de los resultados obtenidos y realizar analisis epidemiolégicos a nivel
nacional e internacional. Los primeros reportes de resistencia fueron cuestionados sobre la
base del empleo de diferentes metodologias con escasa reproducibilidad intra- e inter-
laboratorios. Los trabajos posteriores demostraron la importancia de ajustar las condiciones
de estas pruebas (cuantia del indculo, la composicion del medio de cultivo, el pH, la
temperatura y duracion de la incubacién, entre otros) debido al impacto de los mismos sobre
valores de concentracion inhibitoria minima (CIM) (Rambali et al., 2001). Entre los métodos

mas empleados y por su relacion con este trabajo, se comentaran brevemente algunos de ellos.

Métodos de dilucion en medio liquido: El primer método optimizado y estandarizado para
el estudio de la susceptibilidad de levaduras fue el de macrodilucion en medio liquido. Este
fue desarrollado por el Comité Nacional para Estandares de Laboratorios Clinicos
(NCCLS, de sus siglas en inglés), hoy Instituto de Estandares para Laboratorios Clinicos
(CLSI, de sus siglas en inglés). Posteriormente, este método se adaptd al formato de placas
de microdilucion, siendo este en la actualidad, el mas aceptado como referencia (Johnson et
al., 2008; CLSI, 2008a). Desafortunadamente, hasta la fecha solo se encuentran publicados
los valores de corte para la 5-fluorocitosina y algunos azoles frente a Candida spp (CLSI,
2008b). Aunque el CLSI recomienda la lectura después de 48 h de incubacién, la diferencia

de los valores de CIM y la interpretacion de los mismos (susceptible, susceptible
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dependiente de la dosis o resistente) a las 24 h son minimas. La determinacién del valor de
CIM es un factor de gran importancia, sobre todo cuando se evidencia una cola de
crecimiento, lo cual es especialmente evidente frente a los azoles. En tales casos, se debe
definir el punto al cual se produce una reduccion de al menos el 50 % del crecimiento con

relacion al crecimiento en ausencia de la droga en cuestion (CLSI, 2008a).

El Comité Europeo para Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobianas (EUCAST, de sus
siglas en inglés) ha promovido modificaciones, que en términos practicos, hacen la prueba
de microdilucién en medio liquido menos laboriosa, mas facil de interpretar (sobre todo en
aislamientos que presentan cola de crecimiento) y mas rapida, al arrojar resultados
definitivos a las 24 h para Candida spp. y 48 h para Cryptococcus spp. Aunque segln los
trabajos publicados al respecto, ambos métodos presenta buena correlacion, es conveniente
considerar en cada estandar sus propios valores de corte (Espinel-Ingroff et al., 2005,
Rodriguez-Tudela et al., 2007, Rodriguez-Tudela et al., 2010).

Debido a la complejidad y al elevado consumo de tiempo, asi como a la no siempre féacil
interpretacion de los resultados que conllevan estas pruebas, se desarrollaron otros métodos
gue superen estas desventajas. Actualmente existen en el mercado diferentes pruebas para
la determinacion de la susceptibilidad a los antifangicos en diferentes formatos. Una de las
que ha logrado mayor aproximacion a la metodologia de referencia es el Sensitire®

YeastOne (TREK Diagnostic Systems LTD, Reino Unido) en el cual se incorporaron

antifungicos disponibles de reciente generacién (Johnson et al., 2008).

Etest (AB Biodisk, Suecia): Se describi6 mas recientemente y constituye una de las
alternativas mas atractivas actualmente disponibles en el mercado. Es uno de los métodos
mas simples basado en la aplicacion de una tira plastica con un gradiente de concentracion
del antifungico colocada sobre una superficie de agar previamente inoculada con el
aislamiento bajo estudio; después de la incubacién, se determina la zona de inhibicion
interpretandose la CIM como el punto donde la elipse de inhibicion intersecta la tira. Una
vez que el operador adquiere experiencia en la lectura e interpretacion de la prueba,
constituye un método confiable y reproducible cuyos resultados muestran buena
correlacion con el método de referencia (Johnson et al., 2008; Tapia et al., 2009). Entre los

inconvenientes mas importantes de este método es que la deteccion de resistencia en
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especies usualmente sensibles debe comprobarse por un segundo método. Este hecho es
particularmente importante en aislamientos de Candida tropicalis los cuales suelen mostrar
una cola de crecimiento mayor que otras especies y en Cryptococcus debido a su
crecimiento relativamente pobre sobre el medio de cultivo recomendado. EI empleo del
Etest ademas, brinda un rango mucho méas amplio de CIM que el obtenido por otros
métodos; asi, los aislamientos susceptibles tienden a mostrar valores muy bajos de CIM
mientras que los de menor susceptibilidad tienden a presentar valores mas altos que los
obtenidos en otros tipos de pruebas. EI método esta estandarizado tanto para levaduras
como para hongos filamentosos y actualmente se encuentra disponible para la anfotericina
B, 5-fluorocitosina, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol y caspofungina
(Johnson et al., 2008).

Difusién en disco: Es un método sencillo y econémico disponible para los antifungicos
solubles en agua tales como la 5-fluorocitosina, fluconazol y voriconazol. Actualmente
existen normas descritas por el CLSI para su aplicacién e interpretacion especialmente para
levaduras del género Candida (CLSI, 2008c; Johnson et al., 2008). Este provee una zona de
inhibicién cuyo diametro fue correlacionado de forma extensiva con los valores de CIM
obtenidos por el método de referencia a traves de la evaluacién de miles de aislamientos en
diferentes estudios (Pfaller et al., 2004). A pesar de la disponibilidad de gran variedad de
sistemas de discos no todos han sido evaluados por igual. La adicion de azul de metileno al
medio de cultivo (0,5 pg/mL), parece brindar una mejor definicion de la zona de inhibicion
y facilitar la lectura de la prueba (CLSI, 2008c).

Estas metodologias pudieran predecir la respuesta clinica al tratamiento, sin embargo, en el
marco de las micosis invasivas, aun existen un gran numero de factores que pudieran ser
ambiguos cuando se trata de interpretar la actividad in vitro de los agentes antifingicos. En
este sentido los andlisis de farmacodindmica y farmacocinética conjuntamente con la
identificacion de los mecanismos de resistencia han sido de gran utilidad en el
establecimiento de los valores de corte al menos para algunos de los agentes sistémicos

activos frente a ciertas levaduras (Tapia, 2009).

Aunqgue hasta la fecha la anfotericina B es uno de los antifungicos con mayor espectro de

actividad, existen reportes que sugieren la presencia de algunas especies menos susceptibles
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(Lozano et al., 1998; Arikan, 2007; Johnson et al., 2008). En cuanto a la 5-fluorocitosina,
solo unos pocos hongos filamentosos resultan susceptibles a la misma, a lo que se ha
sumando la emergencia de aislamientos resistentes, hecho que ha limitado ain mas su uso
(Schwarz et al., 2007).

Se ha demostrado que los regimenes de tratamiento con azoles a dosis méximas por
periodos cortos son menos propensos a inducir pérdida de la susceptibilidad a los mismos.
Durante la criptococosis, el empleo del fluconazol en la terapia de mantenimiento por
tiempo prolongado, posiblemente haya influido en la emergencia de aislamientos
resistentes. Aunque se ha demostrado que algunas especies resistentes a esta droga son
susceptibles al voriconazol, el posaconazol y el isavuconazol (Birley et al., 1995), en
algunas ocasiones se ha logrado demostrar resistencia cruzada entre el fluconazol y otros
azoles (Pasqualotto y Denning, 2008; Thompson y Wiederhold, 2010), lo que refuerza la
necesidad de métodos rapidos y precisos para determinar la susceptibilidad antifungica.

El estudio sistematico de la susceptibilidad no solo es dtil para definir el espectro de
actividad de las drogas disponibles y en desarrollo, para determinar resistencia tanto
intrinseca como adquirida, sino también sirven de soporte a los estudios de eficacia clinica.
En este sentido, la identificacion del agente fungico puede ser suficiente para alertar al
clinico acerca de los posibles resultados del tratamiento (Arikan, 2007; Johnson et al.,
2008).

Debido a la frecuencia relativamente baja de aislamientos resistentes y los mdltiples
factores involucrados en las micosis invasivas, resulta dificil la validacion de valores de
corte. La interaccion entre las drogas antifungicas y el hospedador, entre el hongo vy el
hospedador y entre la droga y el hongo es un proceso complejo, por lo que las pruebas de
susceptibilidad in vitro solo proveen una pequefia parte de la informacion necesaria para
predecir el desenlace del tratamiento. Sin embargo, el desarrollo de los métodos
estandarizados de susceptibilidad antifungica, constituyen un notable avance. Dado el
creciente incremento de agentes antimicoticos, estas pruebas contribuyen de forma
significativa a la eleccién del mas apropiado, especialmente en las infecciones que

comprometen la vida del paciente.
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I11. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Tipo de estudio

El compendio de investigaciones que aqui se presentan se desarroll6 en el periodo
comprendido entre agosto de 2006 y diciembre de 2010. EI mismo forma parte importante
del proyecto ramal de investigacion “Aislamiento y caracterizacion de Cryptococcus a

partir de fuentes naturales”.

Ademas del Laboratorio de Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
donde se llevé a cabo el trabajo, otras instituciones contribuyeron a su desarrollo: el
hospital “Canisius-Wihelmina” y el Centro de Biodiversidad Fungica (CWZ y CBS,

respectivamente, de sus siglas en neerlandés), ambos de los Paises Bajos.

Este trabajo consistié en un estudio analitico de corte realizado en diferentes etapas. La
primera de ellas estuvo dada por la caracterizacion taxonémica de todos los aislamientos
incluidos; la segunda, la comparacién de los patrones genéticos de los especimenes clinicos
y ambientales identificados previamente como C. neoformans var. grubii; la tercera, la
caracterizacion desde el punto de vista genético y de la susceptibilidad a los antifungicos de
los aislamientos obtenidos de pacientes con criptococosis recurrente y la cuarta, abarcé los

estudios de susceptibilidad de especimenes identificados como C. neoformans var. grubii.
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I11.2. Marco de la investigacion

El trabajo tuvo como antecedente, los estudios de prevalencia de C. neoformans en
palomares urbanos domeésticos de Ciudad de La Habana (actualmente La Habana), Pinar
del Rio y Cienfuegos (Brito, 2000; Fernandez, 2001; Rabelo, 2002), asi como los
relacionados con los aislamientos clinicos obtenidos durante el servicio de diagndstico que
se realiza en el LMIPK desde hace més de 20 afios. Estos constituyeron importantes pilares
que dieron paso a la busqueda de posibles explicaciones a la problematica existente en
relacién a esta micosis y su agente causal, como se detalla en la introduccion y la revision

sobre el tema.

111.3. Procedimientos de trabajo

Para su mejor comprension, el contenido de este acapite se desglosé en diferentes
secciones. En estas se detallan, en primera instancia, el material biolégico empleado y a
continuacidn cada investigacion realizada para dar respuesta a los objetivos planteados.

111.3.1. Material bioldgico

El material bioldgico incluido en este presente trabajo estuvo distribuido como se expresa

en el diagrama siguiente.

— ~
Cepas controles
(9)
Material (" Origen clinico
biologico
d Aislamientos (134) Material
para estudio Genético
(416) Excretas de palomas
N~ . -
Origen ambiental (86)
L (282) Material vegetal
(196)
-

En la figura 1 se muestra la procedencia geografica de todos los aislamientos a estudiar y en
los siguientes subacapites se ofrece una explicacién mas detallada sobre cada uno de los
elementos.
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Figura 1. Distribucion geogréafica de las areas muestreadas durante la recoleccion de

material vegetal asi como de los aislamientos clinicos y obtenidos a partir de excretas de

palomas incluidos en el estudio. Las cifras dentro de los circulos representan la cantidad de

especimense recuperados en cada caso (en siete de los aislamientos clinicos no se pudo

precisar el origen geogréafico de los mismos).

111.3.1.1. Cepas controles

Se emplearon las siguientes cepas controles segun se especifica en cada caso:

Cepa Cddigo Empleada en los andlisis de
C. neoformans var. grubii (Aa) CBS 9172  Serotipo/tipo de apareamiento
C. neoformans var. grubii (Aa) CBS 8710  Serotipo/tipo de apareamiento
C. neoformans var. neoformans (Da) CBS 10511  Serotipo/tipo de apareamiento y STR
C. neoformans var. neoformans (Da)  CBS 10513  Serotipo/tipo de apareamiento
C. gattii (Ba) CBS 6956  Serotipo/tipo de apareamiento y STR
C. gattii (Ca) CBS 10101  Serotipo/tipo de apareamiento y STR
C. neoformans var. grubii (Aa) H99 STR
Candida krusei ATCC 6258 Pruebas de susceptibilidad in vitro

Candida parapsilosis ATCC 22019

Pruebas de susceptibilidad in vitro
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Los codigos CBS corresponden a los de la coleccion del Centro de Biodiversidad Fungica de
Los Paises Bajos; ATCC a los de la Coleccion Estadounidense de Cultivos Tipos; la cepa H99
perteneciente al genotipo AFLP VNI cuya secuencia esta publicada en el GenBank con el
namero de acceso AF542529, se utiliza como secuencia tipo en los estudios genéticos (Meyer
et al., 2009).

111.3.1.2. Aislamientos clinicos

Se incluyeron un total de 134 C. neoformans obtenidos entre 1987 y 2009 conservados
en la colecciéon del LMIPK. Del total, 99 provenian de Ciudad de La Habana y La
Habana (segun la divisién politica-administrativa vigente en el momento del estudio) y
los demas de otras provincias del pais como se ilustra en la figura 1. En 12 de ellos no
se pudo precisar el tipo de paciente del que fueron recuperados, 95 se aislaron de
personas con sida y 25 de sero-negativas al VIH. Segun el tipo de muestra, la mayoria
(127), se recobraron a partir de LCR y los restantes de: sangre (2), orina, material de

biopsia, semen, tejido y lavado bronquioalveolar (uno de cada uno).

Todos los aislamientos fueron previamente identificados como C. neoformans ser. A
(var. grubii) mediante métodos convencionales (Kwon-Chung et al., 1982; Hazen y
Howell, 2003) y el juego de reactivos comercial para seroaglutinacion Crypto Check
latron RM 304-K (Laboratorios latron, Japon). Estos se encontraban conservados en
agua destilada estéril a temperatura ambiente (28 °C) (Castellani, 1967; Yarrow 1998).
Antes de su utilizacion, se comprob6 la viabilidad y pureza mediante inoculacién por
estrias de maximo agotamiento sobre placas de agar dextrosa de Sabouraud (ADS), asi
como su identidad con el sistema comercial Auxacolor 2 (Bio-Rad, Francia).

111.3.1.3. Aislamientos de material vegetal

Para este estudio se recolectaron 662 muestras de 331 plantas a lo largo de la costa
norte de las provincias Ciudad de La Habana y La Habana (segun la division politica-
administrativa vigente en el momento del estudio) entre los meses de abril y junio del
2009 (figura 1).
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Criterio de seleccion: Para el trabajo se escogieron diferentes zonas urbanas con gran
cantidad y variedad de especies de &rboles. Se incluyeron todos los ejemplares adultos
con cavidades o ranuras profundas en el tronco que se encontraban en areas publicas.
Debido a reportes previos de la presencia de levaduras del complejo C. neoformans en
estas especies (Randhawa et al., 2006; Hiremath et al., 2008; Randhawa et al., 2008;
Loperana et al., 2010; Chowdahary et al., 2011), en primera instancia se seleccionaron
almendros de la India (Terminalia cattapa), Ficus spp. y cactaceas (65, 63 y 60
ejemplares respectivamente). Los Ficus estuvieron representados en su mayoria por laurel

de la India y entre las cactaceas predominaron Cephalocerus royenii y Opuntia spp.

Por la estrecha relacion geografica con las primeras, entre las especies muestreadas
quedaron incluidas también 65 flamboyanes (Delonix regia), 60 casuarinas (Casuarina
equisetifolia), 5 majaguas (Talipariti elatum), 3 ceibas (Ceiba pentandra), 2 uvas caleta
(Coccoloba uvifera), 1 copey (Clusia resea), 1 covalonga (Thevetia peruviana),
1 flamboyan amarillo (Peltophorum adratum), 1 ocuje (Callophyllum inophyllum),

1 pino (Pinus caribea) y 1 roble blanco (Tabebuia pentaphylle)

Las muestras se obtuvieron de dos sitios diferentes de cada planta, mediante hisopados
de las ranuras u oquedades. Cada hisopo se deposité en tubo de vidrio estéril que
contenia 2 mL de solucion salina estéril (SSE). Estos se transportaron al LMIPK y se
procesaron en un tiempo no mayor de 4 h, segin lo descrito en la literatura consultada
(Randhawa et al., 2005). Se inocularon en placas de Petri con medio minimo de agar
acido caféico (AAC) (anexo 4) (Vidotto et al., 2004). Las placas inoculadas se
mantuvieron a 35 °C durante 5-7 dias y se les practicO un examen estereoscépico diario.
Se seleccionaron aquellas colonias que tenian caracteristicas morfologicas compatibles
con las producidas por las levaduras del género Cryptococcus. Dichas colonias se
transfirieron a placas de Petri con medio ADS suplementado con 0,05 g/L de
cloranfenicol mediante siembra por estrias de maximo agotamiento, con el fin de
obtener colonias aisladas. La identificacion presuntiva se realizo de acuerdo a las
caracteristicas macro- y micro- morfoldgicas, la capacidad de crecer a 37 °C, la

deteccion de actividad ureasa y fenoloxidasa, la asimilacion de inositol como Unica



I11. Materiales y Métodos
36

fuente de energia y el crecimiento en medio L-canavanina-glicina-azul de bromotimol
(CGB) (Kwon-Chung et al., 1982; Hazen y Howell, 2003).

111.3.1.4. Aislamientos de excretas de palomas

Los aislamientos de excretas de palomas fueron identificados previamente siguiendo la

metodologia descrita a partir de material vegetal.

Se incluyeron 86 aislamientos procedentes de: Pinar del Rio (n = 31) (Fernandez, 2001), La
Habana (n = 6) (Brito, 2000), Cienfuegos (n = 8) (Rabelo, 2002), Holguin (n = 20) y Santiago
de Cuba (n = 21) (estas Ultimas obtenidas por la propia autora en el 2006 siguiendo igual
metodologia a la descrita en los trabajos anteriores).Tres del total fueron identificadas

presuntivamente como C. gattii de acuerdo a sus caracteristicas en el medio CGB.

111.3.1.5. Obtencion del material genético

El material genético se obtuvo a partir de cultivos frescos de los aislamientos para estudio
y las cepas controles en ADS incubados a 30 °C durante 48 h. Se prepararon suspensiones
en solucion de lisis (Roche Diagnostics, Paises Bajos) y se sometieron a ruptura mecanica
en MagnalLyser (Roche Diagnostics) durante 30 seg a 6500 rpm. A continuacion, se
purifico el ADN mediante el LC MagnaPure empleando el estuche Il segin lo
recomendado por el fabricante (Roche Diagnostics). La pureza y el rendimiento obtenido
se estimaron por la absorbancia a 260/280 nm de luz UV en espectrofotometro 130
Nanodrop ND-1000 (Nanodrop, EE.UU.).

111.3.2. Investigaciones realizadas para dar respuesta a los objetivos propuestos

111.3.2.1. Caracterizacién taxonémica hasta nivel de serotipo y tipo de apareamiento

de los aislamientos cubanos de Cryptococcus

La identidad de los 146 aislamientos investigados se confirmé mediante métodos moleculares.

En un primer paso se realizdO un analisis de los patrones genéticos mediante AFLP.
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Posteriormente se selecciono el 10 % de los aislamientos de cada agrupacion genética para
su identificacion hasta el nivel de especie por secuenciacion de las regiones ITS1/5.8S/ITS2
del ARNr y D1-D2 del ADNr. Finalmente, a todos los especimenes pertenecientes al
complejo C. neoformans se les determind su serotipo y tipo de apareamiento segln se

describe a continuacion.

111.3.2.1.1. AFLP (Boekhout et al., 2001; Meyer et al., 2009).

Preparacion de la reaccion: Alrededor de 50 ng del ADN gendmico se sometié a un
procedimiento combinado de restriccion-ligacion con 5 pmol de los adaptadores EcoR |y
Mse I, 2 U de EcoR | (New England Biolabs, EE.UU.), 2 U de Mse | (New England
Biolabs) y 1 U de T4 ADN ligasa (Promega, Paises Bajos), en un volumen total de 20 pL
de tampodn de reaccién durante 1 h a 20 °C. A continuacion, la mezcla se diluyé cinco veces
con 10 mM Tris-HCI pH 8,3. Los adaptadores se confeccionaron mediante la mezcla de
cantidades equimolares de oligonucle6tidos complementarios
(5"-CTCGTAGACTGCGTACC-3" y 5-AATTGGTACGCAGTC-3" para EcoR I;
5-GACGATGAGTCCTGAC-3* y 5 -TAGTCAGGACTCAT-3" para Mse I) vy
calentamiento a 95 °C, seguido de enfriamiento lento a temperatura ambiente.
Un microlitro de la mezcla de restriccion-ligacion se utilizé para la amplificacion en un
volumen de 25 pL en las siguientes condiciones: cebador EcoR | (1 M) con dos residuos
selectivos  (5"-FIu-GTAGACTGCGTACCCGTAC-3"), cebador Mse | (1 uM)
con el residuo selectivo (5-GATGAGTCCT GACTAAG-3), dNTP (0,2 mM) vy
Taqg ADN-polimerasa (1 U) (Roche Diagnostics) en tampon de reaccion con
MgCl; (1,5 mM).

Condiciones de la amplificacion: Después del paso inicial de desnaturalizacion durante
4 min a 94 °C, se aplicaron 20 ciclos: 15 seg de desnaturalizacién a 94 °C seguido de
15 seg de hibridacion a 66 °C. La temperatura de cada ciclo se disminuy6 en 0,5 °C y un
minuto de extension a 72 °C. Posteriormente, se aplicaron 30 ciclos con una temperatura de
56 °C. Una vez completados los ciclos, se realizé una incubacién adicional a 72 °C durante

10 min. A continuacion, se prosiguié con enfriamiento lento del producto de la reaccion
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hasta alcanzar la temperatura ambiente, los amplicones se combinaron con ET400-R de
tamafio regular (GE Healthcare, Bélgica) y se analizaron en la plataforma automaética

MegaBACE 500 (GE Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Electroforesis capilar (de Valk et al., 2007): Después de la amplificacién, los productos de
reaccion se diluyeron 10 veces con agua destilada. Un mililitro de los productos diluidos se
combind con 0,25 mL del marcador de ET-ROX550 (GE Healthcare) y 8,75 mL de agua
destilada. Después de un minuto de desnaturalizacion a 94 °C, las muestras se enfriaron
rapidamente a temperatura ambiente y inyectaron en la plataforma de analisis automatico
de ADN MegaBACE 500 equipada con una matriz de 48 capilares segin lo recomendado
por el fabricante (GE Healthcare). Los electroferogramas se analizaron mediante el

programa Fragment Profiler version 1,2 (GE Healthcare).

Anadlisis de datos: Los datos se importaron al programa BioNumerics version 5,0 (Applied
Maths, Bélgica) y se analizaron mediante el método de las variables no ponderadas
(UPGMA, de sus siglas en inglés) usando el coeficiente de correlacion de Pearson.

111.3.2.1.2. Secuenciacién nucleotidica de las regiones 1TS1/5.85/1TS2 y D1-D2
(Katsu et al., 2004)

Como paso previo se realiz6 la amplificacion de los fragmentos de interés mediante PCR
para lo cual se emple6 un volumen total de 50 pL que contuvo: 1 pL de ADN
(aproximadamente 20-100 ng), cebadores V9 y RLR3R (0,5 uM) segln se describen en la
tabla 1, dNTP (0,2 mM), MgCl, (2 mM) y Fast StartTaq ADN polimerasa (1 U) (Roche
Diagnostics) diluidos en el tampdn de reaccion.
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Tabla 1.Combinacion de cebadores empleados tanto en la determinacion del serotipo y
tipo de apareamiento como en la secuenciacion de los aislamientos estudiados.
Cebador Secuencia del cebador (5" - 3")
LR3 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’
V9 5’-TGCGTTGATTACGTCCCTGC-3’
RLR3R 5’-GGTCCGTGTTTCAAGAC-3’
ITS1 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
NL1 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3°

Condiciones de la amplificacion: Después de la desnaturalizacion inicial durante 10 min a
94 °C, se aplicaron 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 52 °C y 2 min a 72 °C.
Inmediatamente, se realiz6 incubacién adicional durante 10 min a 72 °C y se prosigui6

con enfriamiento lento hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Los productos amplificados se purificaron mediante SPRI chemistry (AMPure
Beckman Coulter, Paises Bajos) y sujetos a analisis bidireccional de secuencias con
los cebadores ITS1 e ITS4 para la region ITS1/5.8S/ITS2 asi como NL1 y RLR3R
para la regién D1-D2 (tabla 1). La secuenciacion se realizé mediante el empleo del

juego DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare) de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante. La amplificaciéon de los productos se realizé

mediante SPRI chemistry (CleanSeq Beckman Coulter, Paises Bajos) en plataforma

MegaBACE 500 segun lo recomendado. Las secuencias de ADN obtenidas se

analizaron con el programa Sequence Analyzer version 3 (GE Healthcare) y se
compararon con las depositadas en las base de datos publicas (GenBank) y en el
CBS-KNAW del Centro de Biodiversidad Fungica (Paises Bajos) mediante el
programa BLAST disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ (Altschul et
al., 1997).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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111.3.2.1.3. Determinacion del serotipo y tipo de apareamiento (Barreto de Oliveira et
al., 2004; Bovers et al. 2008a)

La amplificacion de los alelos MATa y MATa del locus STE20 tanto del serotipo A como D

se materializo a través de cuatro PCR.

Preparacion de las reacciones: Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de
25 L conteniendo solucion de corrida amortiguadora (Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM,
MgCl, 1,5 mM, gelatina 0,01 %, Triton X0 0,1 %, pH 8,3), dNTPs (0,2 mM),
Taq ADN-polimerasa (0,5 U) (Gentaur, Bélgica), ADN molde (1 pL) y cebadores segun el
caso (15 pmol) (tabla 2).

Tabla 2.Combinacion de cebadores empleados tanto en la determinacion del serotipo y tipo
de apareamiento como en la secuenciacion de los aislamientos estudiados.

. Secuencia del cebador Talla
Alelo o domino Cebador .,
(5°-3) (pb)
MATa serotipo A , ,
(STE20uA) JOHE 7264 5-AGCTGATGCTGTGGATTGAATAC-3 1.200
JOHE 7265 5 -GTTCAATTAATCTCACTACCTGTAG-3’
MATa serotipo D JOHE 7267 5 ATAGGCTGGTGCTGTGAATTAAG-3’ 1.200
(STE200D)
JOHE 7268 5 -GTTCAAGTAATCTCACTACATGCG-3"
MATa serotipo A , .
(STE20aA) JOHE 7270 5 -ATCAGAGACAGAGGAGGAGCAAGAC-3 870
JOHE 7272 5 -TCCACTGGCAACCCTGCGAG-3’
(I\gé\ggossgnpo D JOHE 7273 5 -GTTCATCAGATACAGAGGAGTGG-3’ 870
JOHE 7275 5-CTCCACTGTCAAACCTACGGC-3’

El protocolo consistio en 5 min a 96 °C, seguido de 30 ciclos de 30 seg a igual temperatura,
66 °C por 30 seg y un paso final de extension a 72 °C por un minuto.

Como controles positivos para cada una de las cuatro reacciones se incluyeron los
aislamientos de referencia de Cryptococcus CBS9172 (Aa), CBS8710 (Aa), CBS10511 (Da)
y CBS10513 (Da) y como negativos CBS6956 (Ba); CBS10101 (Ca) y agua. Los
productos amplificados se observaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al

5 % en un ABI310 Sequencer (PE Biosystems, EE.UU.).
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111.3.2.2. Determinacion de las posibles fuentes de infeccion por C. neoformans var. grubii

De acuerdo al nimero de aislamientos disponibles en el momento de realizar este estudio,
quedaron incluidos en el mismo 122 clinicos (de pacientes diferentes), 68 obtenidos a partir
de excretas de palomas y uno procedente del material vegetal muestreado. Como método de
andlisis se utilizé la tipificacion mediante STR. A modo de referencia se emple6 el AFLP,

segun se describio en la seccién 111.3.2.1.1.

Para la tipificacion con STR se identifico y evalu6 un panel de nueve marcadores a partir de

la secuencia del genoma de la cepa tipo H99 mediante el programa Tandem Repeat Finder

(Benson, 1999) segun los criterios establecidos (de Valk et al., 2007). Dicho panel quedd
constituido por: tres dinucledtidos (CNAZ2), tres trinucel6tidos (CNA3) y tres
tetranucleotidos (CNA4) (tabla 3). Cada uno se amplificé con un PCR mudltiple fluorescente
(de Valk et al., 2009; Klaassen, 2009).

Para demostrar la especificidad de los cebadores seleccionados se aplic6 ADN de las cepas
CBS10511 (C. neoformans ser. D), CBS6956 (C. gattii ser. B) y CBS 10101 (C. gattii ser. C).

Uno de los cebadores de cada panel se marcd con hexacarboxifluoresceina,
hexaclorofluoresceina o tetraclorofluoresceina. Para la reaccion de amplificacion se utilizo
un volumen de 50 pL que contenia: ADN (1 ng), Fast Start Taqg ADN-polimerasa (1 U)
(Roche Diagnostic), MgCl, (2 mM), dNTP (0,2 mM) disueltos en el tampon de reaccion
(Roche Diagnostic) y los cebadores segln se expresa en la tabla 3.

Protocolo de amplificacién: Este consistio en 10 min de desnaturalizacion/activacion seguido
de 35 ciclos a 94 °C durante 30 seg y 72 °C durante 1 min. Después de una incubacion

adicional de 10 min a 72 °C los productos de las reacciones se enfriaron a 28 °C.

Electroforesis capilar: Se realizo segun se describe en 3.2.1.1 (AFLP). Los electroferogramas se

analizaron mediante el programa Fragment Profiler version 1,2 (GE Healthcare). EI nimero de

repeticiones se compar6 con el obtenido con la cepa H99 la cual se utiliz6 como control en

todos los experimentos.



Tabla 3. Caracteristicas basicas del panel de marcadores microsatélites seleccionados.

Subpanel Marcador Cromgs_qma: Un(;gad Secuenrﬂ:rg;gemdor Secuennoci?l:rilagf)bador Conc.
posicion repeticion (5-3) (5°-3) (LM)
CNA2a ééégggzol_ cT e G TCATGTTGTGAGTCe  GTGACCGTCTCGTTCTTCTCA 03
CNA2  CNA2b ?9%%?63_ TG B AACGATGCAAGTCTC  GGGCCTGGGAAATAGGTAGA 03
CNA2c %8:6322773‘ TA o CCACATGEGGAAAGG  GCGCAGTTTGAAGATGAGAA 0,1
CNA3a 128 fé _114629‘ CTA A crecceaTeATA GCACAGGCATAAAGCTAAGTGTGA 0,3
CNA3  CNA3b ;1:3322225‘ TCT B AtcoaTTecTTere  GATTGGTATGGGAAGCGTTG 03
CNA3c ;852%23_ CCA EEAAGAGGATGGAGCGTAT GCATAGTTTATCGTTTTCTCTTTTC 0,3
CNA4a g:ggﬁézo_ TTAT A GACTGCACAAAAA  GTTCTGTATGACAGGTCGCAAA 1,0
CNA4  CNA4b ‘116;23;355‘ ATCC o ATCAGATCGAAAGAAGG  CTGCGTCTGTCAAAAGATTGC 03
CNA4c 1;1:232%866‘ TATT T OTCCTOOCEATETTG GAGGAGCAAGCAATCAAACC 0,3

% Los residuos subrayados no se corresponden con la secuencia genémica. Estos se introdujeron para minimizar la formacién
de picos A negativos, los cuales constituyen artefactos de PCR bien conocidos que pudieran interferir la interpretacion de los

resultados (de Valk et al., 2007).

SOPOIBIN A sajeriaren ‘111
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Andlisis de datos: Los datos se importaron al programa BioNumerics version 5,0
(Applied Maths). Los microsatélites se analizaron mediante el coeficiente de similitud

categorica segun la formula:

. Y7 ,ni(n;—1) Donde n; constituye el nimero de individuos que
D= N(N -1) se desea contar y N el total de todos los individuos
contados (Simpson, 1949)

Se consideraron idénticos aquellos aislamientos con igual nimero de repeticiones de cada
marcador, mientras que los genotipos que diferian hasta en dos repeticiones se consideraron
genéticamente relacionadas y los que diferian en mas de dos, como no relacionados. Para este
trabajo se defini6 como complejo de microsatélites (CM) a un grupo de dos 0 mas genotipos

cuya variabilidad fue atribuible solamente a uno o dos marcadores.

111.3.2.3. Caracterizacion de los aislamientos de C. neoformans var. grubii obtenidos de

pacientes con meningitis recurrente

Del total de aislamientos disponibles al momento del estudio, se seleccionaron todos los
obtenidos de pacientes con infecciones recurrentes. Quedaron incluidos 19 aislamientos
procedentes de siete pacientes (seis VIH positivos y uno VIH negativo). Todos los individuos
habian ingresado en el Centro de Atencion Médica a pacientes con sida del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) entre 1995 y 2001, justo antes de iniciarse en Cuba la
TARVAE. Los aislamientos iniciales se obtuvieron al momento del diagndstico y antes de
implementar el tratamiento; mientras que, los subsecuentes se recibieron durante o después del

empleo de farmacos antifungicos (tabla 4).

A este grupo de aislamientos se les determino la susceptibilidad in vitro frente a los

antifangicos empleados en el tratamiento de los mismos y sus perfiles genotipicos.
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Tabla 4. Datos clinico-epidemioldgicos de los pacientes incluidos en el estudio, origen y fecha de

obtencidn de los aislamietos.

VIH/ Intervalo
Paciente s Tipode Fechade entrecada Total Tratamiento
o Sexo Diagnastico . . . ; . e
N N muestra aislamiento aislamiento de dias antifangico
(afo) .
(dias)
Sangre 14/04/95 0 0 Anf B+Flu
Flu
1 M +/1991 LCR  14/04/95 0 0 (mantenimiento)
LCR 18/07/95 96 96 Anf B+Flu
LCR 05/09/95 0 0 Flu+Itr
2 M +/1990 Orina 08/12/95 95 95 A
u
LCR 10/01/96 34 129
LCR 18/01/96 0 0 Anf B+Flu
3 F + /1994 Flu
LCR 29/02/96 34 34 (mantenimiento)
LCR 09/04/97 0 0
4 M + /1995 Anf B+5FC+Flu
LCR 23/04/97 14 14
Anf B
LCR 15/04/00 0 0 Flu
5 M +/1998 (mantenimiento)
LCR 26/10/00 194 194 Anf B+5FC
Anf B+Flu
LCR 12/06/00 0 0 Flu
(mantenimiento)
6 F + /1996 Anf B
LCR 12/10/00 123 123 Flu
(mantenimiento)
LCR 30/10/00 19 142 Anf B+5FC
Anf B+Flu
LCR 09/01/01 0 0 Flu
(mantenimiento)
Anf B+Flu
7 M - LCR  17/04/01 99 99 Flu
(mantenimiento)
LCR 07/06/01 52 151 Flu+Itr
Semen 19/06/01 13 164 Anf B liposomal

Anf B=anfotericina B; 5FC= 5-fluorocitosina; Flu=fluconazol; ltr=itraconazol
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111.3.2.3.1. Determinacion de la susceptibilidad in vitro

Los patrones de susceptibilidad se determinaron mediante el método de microdilucion en
medio liquido segun las directrices del documento M27-A3 (CLSI, 2008a)

Medio de cultivo: Se empled el medio sintético RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Paises Bajos)

preparado segun se detalla en el anexo 4.
Antifangicos:

» Anfotericina B (Sigma-Aldrich). Las soluciones “madres” se prepararon a
concentraciones de 0,016 a 8 pg/mL en dimetilsulfoxido (DMSO) vy las de trabajo de
0,008 a 4 pg/mL en RPMI 1640.

» 5-fluorocitosina (Valeant, Paises Bajos): Las soluciones “madres” se prepararon a
concentraciones de 0,063 a 32 pg/mL en agua destilada estéril y las de trabajo de 0,032 a
16 pg/mL en RPMI-1640.

* Fluconazol (Pfizer, Reino Unido): Las soluciones “madres” se prepararon a
concentraciones de 0,063 a 32 ug/mL en agua destilada estéril y las de trabajo de 0,032 a
16 pg/mL en RPMI-1640.

+ ltraconazol (Janssen-Cilag, Paises Bajos): Las soluciones “madres” se prepararon a
concentraciones de 0,016 a 8 pg/mL en DMSO vy las de trabajo de 0,008 a 4 pg/mL en
RPMI 1640.

Preparacion de las placas: Las determinaciones se realizaron sobre placas plésticas estériles
de 96 pocillos con tapa (Costar, EE.UU.). En cada una se dispensaron 100 pL/pozo de las
diferentes concentraciones de la bateria de antifingicos preparados previamente. Estos se
colocaron en las filas desde la A a la G, quedando dispuestos de la mayor a la menor
concentracion en las columnas de la 1 - 11. La dltima columna, se destino para el medio de
cultivo libre de antifungico. Las placas se rotularon y conservaron a -70 °C hasta su
utilizacion

Preparacion del inoculo: A partir de cultivos frescos en ADS a 35 °C durante 48 h se
prepararon las suspensiones de trabajo como se describe a continuacion. Primero, la
concentracion se ajustd por espectrofotometria (Genesys 20, Paises Bajos) a
1-5 x 10° células/mL. A partir de la misma, se diluy6 1:100 en SSE y esta a su vez 1:20 en
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medio RPMI-1640, lo que result en 0,5-2,5 x 10* células/mL. Después de descongelar y
atemperar las placas conservadas previamente con las diferentes concentraciones de los
antifangicos, estas se inocularon con 100 pL/pozo de la suspension de trabajo de cada cepa

(una cepa/placa), exceptuando la fila G.

Controles: En cada determinacién se incluyeron los controles de crecimiento (medio de
cultivo sin droga en la columna 12) y el de esterilidad (medio de cultivo sin droga y sin
indculo en la fila G). La calidad de cada lote de medio de cultivo se evalu6 mediante la
ejecucion de la técnica con las cepas controles Candida krusei ATCC 6258 vy
Candida parapsilosis ATCC 22019 (CLSI, 2008a).

Incubacion y lectura: Las placas inoculadas se incubaron a 35 °C durante 48 h. Previa
agitacién mecanica, se realizo la lectura visual y espectrofométrica a 420 nm (Anthos LT II1,
Austria) y se determino la CIM, la cual se verificd 24 h después. Esta se definié como la
menor concentracion del antifungico donde no se evidencid crecimiento en el caso de la
anfotericina B o donde hubo una reduccion prominente del mismo (> 50 %) con relacion al

control de crecimiento para el resto de las drogas.

Interpretacion de los resultados: Debido a la ausencia de valores interpretativos para las
especies del complejo C. neoformans, se consideraron como aislamientos resistentes a la
anfotericina B cuando la CIM de esta droga fue > 2 pg/mL (Lozano et al., 1998; Nguyen y
Yu, 1998). En cuanto a la 5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol se emplearon los
criterios establecidos frente a Candida spp. (> 32 pug/mL, > 64 pg/mL y > 1 pg/mL
respectivamente) (CLSI, 2008b).

111.3.2.3.2. Determinacion de los perfiles genotipicos

Los perfiles se determinaron mediante tipificacion con STR segun se describe en 111.3.2.2,

pagina 41.
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111.3.2.4. Determinacion de los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos

cubanos de C. neoformans var. grubii

Se incluyeron 163 aislamientos de C. neoformans var. grubii (117 de muestras clinicas, 45

de excretas de paloma y una de materia vegetal).

111.3.2.4a. Método de microdilucién en medio liquido

Las determinaciones se realizaron segun las directrices del documento M27-A3 descrito en
111.3.2.3.1, pagina 43. Ademas de los antifungicos que se detallan en el mismo, se

emplearon los siguientes:

» Voriconazol (Pfizer): Las soluciones “madres” se prepararon a concentraciones de 0,016
a 8 pg/mL en DMSO vy las de trabajo de 0,008 a 4 pg/mL en RPMI-1640.

» Posaconazol (Schering Plough, EE.UU.): Las soluciones “madres” se prepararon a
concentraciones de 0,016 a 8 pg/mL en DMSO vy las de trabajo de 0,008 a 4 pg/mL en
RPMI-1640.

+ lIsavuconazol (Basilea, Suiza): Las soluciones “madres” se prepararon a concentraciones
de 0,004 a 4,00 pg/mL en agua destilada estéril y las de trabajo de 0,002 a 2 pg/mL en
RPMI-1640.

Interpretacion de los resultados: Hasta el momento no se disponen de criterios
interpretativos para posaconazol e isavuconazol. En cuanto a la anfotericina B,
5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol se emplearon los previamente descritos
en 111.3.2.3.1, pagina 43. Por ultimo, se consideraron aislamientos resistentes frente
a voriconazol cuando la CIM de esta droga fue > 4 pg/mL frente a los mismos
(CLSI, 2008b).

Paralelamente, se utiliz6 el método de difusién en agar mediante Etest y disco para el

fluconazol.
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111.3.2.4b. Método de difusion mediante Etest (Pfaller et al., 2003)

Medio de cultivo: Para este ensayo se empled el medio liquido RPMI-1640 solidificado con

2 % de agar segun las especificaciones que se describen en el anexo 4.
Antifungico: Tiras de fluconazol (0,016-256 pg/mL) (AB Biodisk, Suecia).
Indculo: Las suspensiones de trabajo se prepararon segun se describe en 111.3.2.3.1, pagina 43.

Preparacion e inoculacion de las placas: Una vez que las placas se atemperaron, con un
hisopo estéril embebido en el indculo, se sembro la superficie del agar en tres direcciones
para obtener un crecimiento homogéneo en toda la superficie. Después de
10-15 min, adsorbida la humedad, se colocaron las tiras de Etest con un par de pinzas,

apoyando primero sobre el agar la zona de menor concentracion de antiflngico.

Incubacién y lectura: Las placas se colocaron en camara humeda a 35 °C durante 48-72 h.
Se estimé como CIM el valor donde el borde de la elipse de inhibicidn intersectd la escala
de concentracion de la tira. No se tuvo en consideracion la presencia de colonias de menor

tamario dentro del didmetro de la zona de inhibicidn.

Interpretacion de los resultados: Se emplearon los criterios establecidos por el CLSI para el
fluconazol frente a Candida spp. Se consideraron aislamientos susceptibles cuando la CIM
de esta droga fue < 8 pg/mL, susceptibles dependientes de la dosis cuando la CIM se
encontré entre 16 y 32 pg/mL y resistentes cuando la CIM fue > 64 pug/mL (CLSI, 2008b).

Controles: La calidad de los lotes de medio de cultivo preparados y de las tiras se evalud
mediante la ejecucion de la técnica, utilizando las cepas C. krusei ATCC 6258 y
C. parapsilosis ATCC 22019.

111.3.2.4c. Método de difusion con discos (Meis et al. 2002)

Medio de cultivo: Se emplearon placas Petri de 150 mm de didametro con agar Mueller-Hinton

(Difco Laboratories, EE.UU.) suplementado con glucosa al 2 %y azul de metileno (anexo 4).

Antifungico: Discos de fluconazol (25 ug) (Pfizer).
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La preparacion de las suspensiones de trabajo, las cepas controles empleadas, la
inoculacion de las placas y la incubacion de las mismas, se realiz6 segin el mismo

protocolo descrito para la prueba de difusion en agar con tiras de Etest.

Lectura e interpretacion de los resultados: La determinacion de los valores de CIM en cada
caso se realizd mediante el analizador de imagenes Biomic version 5,9 (Giles Scientific,
EE.UU.) y la interpretacion de los mismos se basé en los criterios expuestos en 111.3.2.4b,

pagina 46.

Controles: La calidad de los lotes de medio de cultivo preparados y de los discos se evalud
mediante las cepas C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019.

111.3.2.4.1. Analisis estadistico

En cada caso (microdilucién en medio liquido y difusion en agar mediante Etest y disco),
se calcularon los rangos y las CIMsg y CIMgg frente a las drogas incluidas en el estudio. La
comparacion de las medias geométricas entre los diferentes grupos de aislamientos se
realizd mediante la prueba U de Mann Whitney vy la relacion existente entre los métodos

empleados para el fluconazol a través de la prueba de Kruskal-Wallis.

Se definieron tres tipos de errores de concordancia entre los métodos siguiendo los
siguientes criterios de Espinel-Ingroff (Espinel-Ingroff et al., 2007) y las pautas
interpretativas reportadas por el CLSI para levaduras (CLSI 2008b).

Errores importantes: No. de aislamientos con CIM < 8 pg/mL por el método de referencia y
CIM > 64 pg/mL por el método evaluado / Total de aislamientos con CIM < 8 ug/mL por
el método de referencia.

Errores menores: No. de aislamientos con CIM 16-32 pg/mL por el método de referencia y
CIM > 64 ng/mL por el método evaluado / Total de aislamientos con CIM 16-32 pg/mL

por el método de referencia.

Errores muy importantes: No. de aislamientos con CIM > 64 ug/mL por ¢l método de
referencia y CIM < 8 pg/mL por el método evaluado / Total de aislamientos con

CIM > 64 pg/mL por el método de referencia.
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I11.4. Consideraciones éticas

En este estudio se emplearon los aislamientos clinicos obtenidos durante el desempefio del
laboratorio en las actividades de diagndstico y referencia. Tanto estos, como los
procedentes de las excretas de aves, forman parte de la coleccion de cultivos de hongos del
LMIPK.

Los trabajos que conllevaron recoleccion de las muestras vegetales se realizaron por
personal experimentado tanto en esta actividad como en el procesamiento de las muestras.
Se garantizd la conservacion y proteccion de la flora y se evitaron dafios o perjuicios al
medio ambiente de acuerdo a lo establecido en el articulo 17 de la Declaracion universal de
las normas de bioética en su 4ta edicion (2004). De esta misma forma, se cumplieron
estrictamente las buenas préacticas de laboratorio y todas las medidas de bioseguridad para
el trabajo y manipulacién de microorganismos segun los niveles de riesgo establecidos por
la lista oficial de agentes bioldgicos que afectan al hombre, los animales y las plantas de la
Resolucion No. 38/06 del Ministerio de Ciencia Tecnologia y Medio Ambiente.

El proyecto del cual se deriva este trabajo fue aprobado por los Comités Cientifico y de

Etica de la Investigacion del IPK, asi como por el Ministerio de Salud Publica de Cuba.
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1V. RESULTADOS Y DISCUSION

Desde que Emmons aislé por primera vez este hongo a partir de excretas de palomas
mucho se ha aprendido acerca del complejo C. neoformans (Emmons, 1955). Entre los
principales avances alcanzados se encuentran la descripcion de su estado sexual
(Kwon-Chung, 1975), la distincion de las variedades y serotipos, su asociacion con
determinados nichos ecoldgicos (Emmons, 1955; Ellis 1987; Abegg et al., 2006), la
aplicacion de las herramientas moleculares en la comprension de los mas diversos aspectos
relacionados con las especies de este complejo (Boekhout et al., 2001;
Litvintseva et al., 2006; Meyer et al., 2009; Zhu et al.,, 2010) y los estudios de
susceptibilidad a los antifingicos (Rodero et al., 2000). No obstante, algunos aspectos
concernientes a su epidemiologia y patogenia alin no se encuentran esclarecidos totalmente.
En 1967, Pappagianis después de hacer una revision sobre aspectos epidemioldgicos de
C. neoformans sentencid: “... el prefijo crypto-continla siendo el mas apropiado ya que
aun se desconocen muchos aspectos sobre este microorganismo...” (Tomado de Casadevall
y Perfect, 1998). Mas de 40 afios después, a pesar de los considerables avances en el

conocimiento sobre este agente, la frase no ha perdido vigencia.

Desde que se diagnosticaron los primeros casos de pacientes con sida en Cuba, la
criptococosis ha constituido una de las micosis oportunistas que afecta mas frecuentemente
a los individuos seropositivos al VIH en este pais. No obstante, los estudios precedentes
son limitados. El presente trabajo da respuesta a algunas de las interrogantes existentes en

torno a esta importante entidad y su agente causal.
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IV.1. Caracterizacion taxonomica hasta nivel de serotipo y tipo de apareamiento de

los aislamientos cubanos de Cryptococcus

IV.1.1. Aislamiento e identificacion presuntiva de C. neoformans a partir de las fuentes

vegetales seleccionadas

De acuerdo a los métodos de identificacién convencional empleados, el 18,1 % (60/331) de
las fuentes muestreadas arrojaron una o0 méas colonias con caracteristicas compatibles con
las del complejo C. neoformans. No obstante, el 30 % de estas, escogidas a partir del
criterio de seleccién durante el aislamiento primario (colonias levaduriformes de aspecto
cremoso, de color beige al marrén intenso en AAC) correspondieron con otras especies de

levaduras y bacterias.

Estos resultados coinciden con los publicados con anterioridad donde se demuestra que
Trichosporon cutaneum Yy otras especies de Cryptococcus diferentes del complejo
C. neoformans pueden producir pigmentacion (Fonseca et al., 2011). Esto hace necesario la
confirmacion por otros métodos para reducir los errores en la identificacion (Kwon-Chung
etal., 2011).

Las especies del complejo C. neoformans son capaces de sintetizar polisacaridos
complejos, melanina, manitol, esteroles y otros compuestos. Aunque estas caracteristicas se
relacionan con su capacidad de producir infeccién en el humano, su funcion bésica es
lograr la adaptacion y sobrevivencia en el ambiente. Estos atributos se emplean
ampliamente en la diferenciacién de estas especies (Casadevall y Perfect, 1998; Lester et
al., 2011). Asi por ejemplo, la capacidad para sintetizar pigmento a partir de compuestos
difendlicos se considera uno de sus marcadores fenotipicos, lo que resulta de gran utilidad
en su identificacion presuntiva. Esta caracteristica se debe a la presencia de la enzima
fenoloxidasa cuya actividad tiene como resultado final la produccion de melanina. Esta
contribuye a la integridad de la pared celular, enmascara a la levadura al depositarse sobre
su superficie con lo cual inhibe la opsonizacién por anticuerpos especificos, provoca
alteraciones en la carga de la superficie celular, interfiere la respuesta linfocitaria, confiere
proteccion contra los procesos oxidativos en el interior de los macrofagos y frente a

temperaturas extremas, reduce la susceptibilidad a los agentes atifungicos y le permite
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utilizar eficazmente las catecolaminas presentes a nivel del SNC como fuente de energia lo
que favorece la diseminacion extrapulmonar. No obstante su funcién primaria cuando se
encuentra en el ambiente se relaciona con la degradacion de lignina como fuente de
nutrientes, mientras el pigmento sintetizado proporciona tolerancia a los cambios de
temperatura y proteccion contra las radiaciones ultravioletas, los metales pesados y las
amebas depredadoras (Quintero et al., 2005; Frases et al., 2007).

A diferencia de otros hongos melanogénicos, el complejo C. neoformans requiere de
sustratos exdgenos para la sintesis de este pigmento, caracteristica empleada en el disefio de
gran variedad de medios de cultivo con el objetivo de facilitar la recuperacion de este agente
a partir de muestras con alto grado de contaminacion (Valdés et al., 2003; Tendolkar et al.,
2005; Nandhakumar et al., 2006; Pedroso et al., 2007). Entre ellos, el AAC es uno de los mas
empleados por permitir la deteccion rapida y facil de estas especies (Hamasha et al., 2004;
Quintero et al., 2005; Randhawa et al., 2005; Randhawa et al., 2006; Kidd et al., 2007). Los
estudios de Paliwal y sus colaboradores demostraron que la exclusion de glucosa y creatinina
del sustrato, promueve una pigmentacion mas temprana (Paliwal et al., 1978). Estas
observaciones se complementan con lo publicado posteriormente donde se concluye que la
fenoloxidasa es reprimida en presencia de glucosa a una concentracion > 20 g/L (Frases et
al., 2007). Todos estos resultados condujeron al desarrollo del medio AAC simplificado, el
cual es més efectivo (Vidotto et al., 2004).

La especie de arbol donde se detectd6 mayor colonizacién por levaduras del complejo
C. neoformans fue en los almendros (38,26 %); en orden de frecuencia le siguieron las
casuarinas (27,04 %) y los flamboyanes (22,95 %). Esta constituye la primera vez que se

reporta la asociacion del hongo estudiado con estos ultimos.

Uno de los primeros reportes de aislamiento del complejo C. neoformans, fue a partir de
una fuente natural (jugo de fruta) (tomado de Casadevall y Perfect, 1998). Sin embargo,
transcurrio mas de medio siglo antes de que se describiera su asociacion con las excretas de
palomas y casi otro tanto entre este Ultimo hecho y el descubrimiento de su relacion con

material vegetal (Kwon-Chung et al., 2011).
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Eucalyptus camaldulensis es la especie de arbol que mas se asocia a aislamientos de estas
levaduras (Chowdahary et al., 2011; Kwon-Chung et al., 2011). Esto posiblemente se debe
a que desde que Ellis y Pfeiffer reportaron por primera vez la recuperacion de C. gattii a
partir de los mismos, estos han sido uno de los mas estudiados. Posteriormente se logro
demostrar la presencia del complejo C. neoformans en un espectro més amplio de especies
de eucaliptos (E. tereticornis, E. microcorys, E. grandis, E. rudis,
E. gomphocephala, E. blakelyi, E. citriodora) (Cabral., 1999). No obstante, las
investigaciones ambientales precedentes realizadas en el propio LMIPK relacionadas con

estas plantas, resultaron infructuosas en este sentido (Fernandez, 2001).

Los trabajos realizados en especial por Randhawa y sus colaboradores, demostraron un
amplio rango de hospedadores y describieron también su asociacion con Syzygium cumini,
Butea monosperma, Polyalthia longifolia, Mimusops elengi, Azadirachta indica, Manilkara
hexandra, Acacia nilotica, Cassia fistula, Cassia grandis, Ficus microcarpa, Ficus
religiosa, Mangifera indica, Senna multijuga y Terminalia cattapa entre otras fuentes
vegetales (Randhawa et al., 2006; Hiremath et al., 2008; Randhawa et al., 2008; Hagen y
Boekhout, 2010; Chowdahary et al., 2011). En relacion a los almendros, ademas de estos
reportes existen estudios que demuestran la capacidad de C. gattii de sobrevivir en arboles
de este tipo por al menos 12 meses, asi como su potencialidad de migrar de las plantas
infectadas al suelo y en sentido opuesto sin causar dafios aparentes en las mismas
(Huérfano et al., 2001; Escanddén et al., 2002). Basados en estas referencias se
seleccionaron los Ficus y almendros para el presente estudio; sin embargo, solo se

recobraron levaduras con las caracteristicas de Cryptococcus spp. a partir de los ultimos.

Los cactus, de donde se recupero casi el 10 % del total de levaduras compatibles con las
especies del complejo C. neoformans, son de los ultimos incorporados a la lista cada vez
mas larga de donde se ha logrado recuperar este agente fngico. Su inclusién en este trabajo
se basO en el reporte de Loperana et al y su abundancia relativa en lugares publicos
(Loperana et al., 2010). En contraste, de las restantes 10 especies de plantas estudiadas,
solo se obtuvieron aislamientos con las caracteristicas deseadas a partir de copey, ocuje,

roble y pino (una de cada una).
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Hoy se considera que las excretas de las aves son “contaminadas” a partir de las levaduras ya
existentes en los arboles al encontrar condiciones que favorecen su sobrevivencia y
multiplicacion (Casadevall y Perfect, 1998). Esta hipdtesis surgié al reconocer la
especializacion del complejo C. neoformans en la degradacibn de compuestos
polifendlicos que le sirven de sustrato durante el crecimiento saprofito basada en la
actividad de su enzima fenoloxidasa. Esto sugiere, que el hébitat primario de estas
levaduras pudiera encontrarse en la vegetacion y sus detritos y que no esta asociado con

algun tipo de planta en particular (Lazera et al., 2000).

En general, la diferencia de los resultados en cuanto al aislamiento de Cryptococcus de las
especies de plantas con las que se ha asociado anteriormente, pudiera deberse a dos factores
fundamentales. En primer lugar, actualmente el complejo C. neoformans ha sido
aislado de al menos 50 especies de 17 familias de plantas (Chowdahary et al., 2011,
Kwon-Chung et al., 2011); sin embargo, algunas especies de plantas relacionadas en otros
trabajos, no se incluyeron en este por no formar parte de la flora cubana y otras (aguacate,
mango, tamarindo y cedro fundamentalmente) (Kumar et al., 2009, Chowdahary et al.,
2011) por no encontrarse en las areas muestreadas. En segundo lugar, estos resultados
pudieran obedecer a que la presencia de este hongo estd gobernada por factores bi6ticos
(competencia con otros microorganismos que pudieran estar presentes) y abioticos
(exposicion directa a la luz solar, calor excesivo y la desecacion por la accion del viento,
fundamentalmente), los cuales varian ampliamente en un nicho ambiental dado (Randhawa
et al., 2006).

Las investigaciones de ocurrencia y prevalencia de este microorganismo a partir de fuentes
ambientales demuestran que ambas especies del complejo C. neoformans estan presentes
tanto en ambientes rurales como urbanos, pero se describe en mayor proporcion en estos
ultimos (Delgado et al., 2005; Quintero et al., 2005; Pedroso et al., 2006; Refojo et al.,
2008; Hagen y Boekhout, 2010). Por este motivo la mayoria de los autores eligen para sus
trabajos jardines zoologicos, parques y avenidas con gran numero Yy diversidad de ejemplares
de arboles (Randhawa et al., 2005; Souza et al., 2005). Guiados por estos antecedentes y
debido a las implicaciones que pudiera tener el hallazgo de fuentes naturales de levaduras del

complejo C. neoformans en estos ambientes (mayor nimero de personas expuestas), para este
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trabajo se trataron de conjugar ambas variables (ambientes urbanos + cantidad y variedad
de plantas). Aunque las especies de plantas estudiadas fueron dispares en cada localidad, la
identificacion presuntiva de los aislamientos primarios arrojo la presencia tanto de C. gattii
como de C. neoformans en las especies de arboles mas representados (a excepcion de
Ficus spp.), en especial en los almendros donde se obtuvo el porcentaje méas alto del
primero y las casuarinas donde predominaron los segundos (figura 2).

No . de
aislamientos
80 -
C. neoformans m®C. gattii
60 -
40 -
20 - l d
O g T T - T V T T .
almendros  casuarinas flamboyanes cactus Otros Tipo
de muestra
Total
C. neoformans 28 42 36 14 3* 123
(CGB negativo) 14,28 % 21,42 % 18,36 % 7,14 % 1,53 % (62,75 %)
C. gattii 47 11 9 5 1** 73
(CGB positivo) 23,97 % 5,61 % 4,59 % 2,55 % 0,51 % (37,24 %)
196
Total 75 53 45 19 4

(3826%)  (27,04%)  (22,95%)  (9,69%) (2,04 %) (100%)

Otros incluye: copey*, ocuje*, roble* y pino**.
Los porcentajes (%) se calcularon en relacion al total de plantas estudiadas.

Figura 2. Aislamientos obtenidos a partir de la inoculacion de las muestras en ACC y su
distribucion de acuerdo a las caracteristicas observadas en medio CGB segun el tipo de planta.

El resultado en cuanto al empleo del CGB como método de diferenciacion presuntiva entre
las especies del complejo C. neoformans, mostré6 que alrededor de un tercio de los

aislamientos (73/196) previamente identificados como tal, produjeron reaccion positiva
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La prueba de crecimiento en este medio de cultivo fue propuesta por Kwon-Chung y sus
colaboradores para distinguir las entonces variedades C. neoformans var. neoformans y
C. neoformans var. gattii. Esta basado en la resistencia de esta Gltima especie tanto a la
L-canavanina como a las bajas concentraciones de cicloheximida y en su capacidad para
utilizar la glicina como Unica fuente de carbono y nitrégeno, lo que provoca acidez del

medio y cambio de color del indicador de pH (Kwon-Chung et al., 1982).

Este criterio de diferenciacion cuenta con el aval del analisis de multiples aislamientos
obtenidos de muestras clinicas (Lazera et al., 2000; Kidd et al., 2007; Pérez et al., 2008).
Sin embargo, los estudios a partir de fuentes ambientales muestran una menor
especificidad. Otros autores reportan que entre el 30 y el 76 % de otras especies de
Cryptococcus diferentes del complejo C. neoformans son capaces de desarrollar una
reaccion positiva sobre este agar (Tay et al., 2008; Klein et al., 2009). Debido al riesgo
elevado de errores durante la identificacion convencional de este patdgeno cuando se aisla a
partir de muestras ambientales y en particular de material vegetal, se hace necesario su
combinacién con otros métodos para lograr una mayor certeza del resultado
(Leal et al., 2008). En este sentido, los analisis moleculares constituyen una herramienta de

utilidad invaluable.

El muestreo de este estudio se realizd mediante hisopados para lo que se escogieron
preferentemente ranuras y oquedades con mayor acumulacién de materia organica en
descomposicion, capaz de proveer los requerimientos nutricionales basicos para la

subsistencia y desarrollo de Cryptococcus.

Varios trabajos demuestran la superioridad de este metodo versus los convencionales. Esto
quedo demostrado en los trabajos de Randhawa y sus colaboradores quienes lograron la
recuperacion mediante hisopado del 95 % de C. neoformans en contraposicion con un 76 %
obtenido por el método convencional (Randhawa et al., 2005; Randhawa et al., 2008;
Randhawa et al., 2010). Esto pudiera estar asociado a que i) este ultimo parte de la
coleccion del material vegetal, el cual se somete a un proceso de descontaminacion laborioso,
con menores rendimientos en la recuperacion de levaduras; ii) la longitud del hisopo facilita
la toma de muestra en el interior de los sitios profundos y angostos donde cabria esperarse

mayor densidad de poblacién de C. neoformans debido a menor competencia con otros
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microorganismos; iii) al mismo tiempo, por ser estos lugares sombrios y himedos, protegen a
las levaduras de factores ambientales que pudieran disminuir sus potencialidades de
sobrevivencia o incluso, ser letales (Quintero et al., 2005; Randhawa et al., 2005; Hiremath
et al., 2008).

1VV.1.2. Caracterizacién mediante métodos moleculares

El analisis mediante AFLP de los patrones genéticos de los aislamientos de fuentes
vegetales obtenidos, mostré 29 agrupaciones. Con la identificacion posterior a través de la
secuenciacion de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 / D1-D2 se comprob6 que Cryptococcus
heveanensis resultd la especie mas representada (36 %) seguido de Cryptococcus.
flavescens (9 %), Cryptococcus albidosimilis/liquefaciens (5 %) y otras especies de
levaduras en menor cuantia. Solo uno de ellos (procedente de almendro), correspondié con
C. neoformans var. grubii (figura 3). El analisis para determinar su serotipo y tipo de
apareamiento evidencié que se corresponde con Aa, mientras que el perfil genético
obtenido por tipificacion con STR concuerda con el del CM1 (ver mas adelante en el
acapite 1V.2). Por otra parte, se demostrd que 65 genotipos congregados en siete de las

agrupaciones genéticas posiblemente constituyan nuevas especies.

Hasta el momento no se han recuperado aislamientos de C. gattii autoctonos a pesar de que
Cuba presenta un clima favorable con abundante y variada vegetacion. El aislamiento de
otras especies diferentes del complejo C. neoformans a partir de las fuentes ambientales
vegetales, reafirma la necesidad del empleo de métodos moleculares para confirmar su
identificacion. Los datos aportados por los reportes revisados sugieren que la presencia de
levaduras de dicho complejo no se encuentra restringida a determinadas plantas o zona
geografica; sin embargo, en las areas muestreadas en este trabajo, no se detectaron
ejemplares del resto de las especies vegetales estudiadas por otros autores (Randhawa et al.,
2008; Klein et al., 2009; Chowdhary et al., 2011). Este aspecto pudo influir en los
resultados encontrados. Finalmente, el hecho de no obtener aislamientos del complejo
C. neoformans, no excluye su presencia, haciendo necesarios nuevos intentos para Ssu

recuperacion.
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Figura 3. Dendograma de las huellas genéticas por AFLP de los aislamientos obtenidos a
partir de fuentes vegetales identificados previamente como especies del complejo
C. neoformans. EI mismo se construyd segun el método de UPGMAN con el empleo del
coeficiente de correlacion de Pearson. Las principales agrupaciones genéticas y sus
correspondientes identificaciones mediante secuenciacion de ITS1-5.8S-1TS2 / D1-D2 se
encuentran simbolizadas por las barras de diferentes colores.
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IV.1.3. Re-identificacion de los aislamientos clinicos y de los obtenidos a partir de
excretas de palomas. Determinacion del serotipo/tipo de apareamiento

Basados en las caracteristicas de los aislamientos en el medio CGB, el 3,48 % de los
obtenidos de excretas de palomas se identificd presuntivamente como C. gattii, mientras
que los restantes (tanto clinicos como ambientales) correspondieron a C. neoformans
(figura 4).

No. de
aislamientos
35 ~
30 -
25 - C. neoformans mC. gattii
20 -
15 -
10 -
51 - |
| N e e
O ' ' ' ! ! -
Pinar de Rio  Santiago de Ciego de Cienfuegos La Habana Procedencia
Cuba Avila de las muestras
Total
C. neoformans 31 18 20 8 6 83
(CGB negativo) 36,04 % 20,93 % 23,25 % 9,3% 6,97% (96,5 %)
C. gattii 0 3 0 0 0 3
(CGB positivo) 3,48 % (3,48 %)
Total 31 21 20 8 6 86

(36,04%)  (2441%)  (23,25%)  (9.3%) (6,97 %) (100%)

Figura 4. Numero de aislamientos de las excretas de palomas y su distribucién de acuerdo al
crecimiento o0 no en el medio CGB segun la provincia de procedencia. Los porcentajes se
calcularon con relacion al total de muestras estudiadas.

Los estudios precedentes de caracterizacion de aislamientos cubanos de origen humano y
ambiental, dieron como resultado un predominio total de C. neoformans (Fernandez et al.,
1990; Fernandez et al., 1998a; Martinez et al., 2004) a diferencia de lo encontrado en este

estudio.
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Actualmente, existen numerosas alternativas, incluyendo los métodos moleculares, para la
identificacion y caracterizacion del complejo C. neoformans a todos los niveles
taxonomicos (Casadevall y Perfect, 1998; Katsu et al., 2004; Costa et al., 2010). Los avances
alcanzados en este sentido permiten concluir que si bien los serotipos B y C presentan una
mayor tendencia a la localizacién en zonas tropicales y subtropicales, A, D y A/D
(especialmente el primero) se encuentran distribuidos en todas las latitudes y
constituyen los principales responsables de los aislamientos clinicos y ambientales
(Escandon et al., 2006; Lin, 2009).

El dramético incremento de la infeccion por C. gattii tanto en humanos como en animales
ocurrido en la costa occidental de Canadé y Estados Unidos de Norteamérica a partir de
1999, demostrd la capacidad de adaptacion de esta especie y su emergencia en areas de
clima templado (Litvintseva et al., 2005; Refojo et al., 2008; Tay et al., 2008.
Macdougall et al., 2011). Hasta el momento, solo existe un reporte de aislamiento de
C. gattii en Cuba obtenido de secreciones respiratorias de un guepardo (Acinonyx jubatus)
del Zooldgico Nacional. No obstante, los estudios realizados, apuntan hacia la posibilidad
de que el animal haya arribado a la instalacion con una infeccion latente eventualmente

adquirida en Sudafrica, lugar de procedencia (Polo et al., 2010; IlInait et al., 2011b).

El andlisis genotipico del conjunto de aislamientos estudiados mediante AFLP demostré la
presencia de 16 patrones unicos y siete conglomerados (figura 5A). La posterior
secuenciacion de las regiones ITS1-5.8S-1TS2 / D1-D2 permiti6 corroborar la
identificacion de los especimenes CGB negativos como C. neoformans var. grubii lo que
confirma la prevalencia de esta especie en Cuba. Asi mismo, se pudo determinar que los

presumiblemente reconocidos como C. gattii, pertenecian a la especie C. laurentii.

El AFLP es uno de los métodos moleculares mas empleados en la caracterizacion de
Cryptococcus debido a sus multiples ventajas. Entre estas, especificidad y poder resolutivo
elevados, asi como gran capacidad para detectar variabilidad genética al explorar la presencia o

ausencia de polimorfismo en los fragmentos restringidos.
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Basado en los patrones obtenidos con esta técnica, las especies del complejo C. neoformans se
clasificaron en ocho tipos moleculares (AFLP1, AFLP1A, AFLP1B, AFLP2 al AFLP6)
(Boekhout et al. 2001). Estos demostraron buena correlacion con los derivados del analisis
mediante PCR-fingerprinting (VNI al VNIV y VGI al VGIV), con los serotipos descritos
previamente (Barreto de Oliveira et al., 2004; Enache-Angoulvant et al., 2007; Leal et al.,
2008) y més recientemente también fueron asociados a diversos patrones de virulencia.
Esto ultimo se evidencid a través de estudios en modelos murinos los cuales demostraron
que determinados genotipos (Ej. AFLP5 correspondiente a VGlla, b y ¢) ocasionan mayor
letalidad en los animales de experimentacion (Fraser et al., 2005; Byrnes et al., 20009,
Litvintseva y Mitchell, 2009). Estos a su vez, muestran valores de CIM mas elevados frente
a diversos antifungico (Hagen et al., 2010a; Igbal et al., 2010). Estos hallazgos de
laboratorio se encuentan en correspondencia con el cuadro clinico-epidemiologico actual en
la costa occidental Canada y EE.UU. donde las autoridades de salud han alertado sobre la
emergencia de un brote causado por dichos genotipos. EI mismo se inici6é desde finales de
la década de 1990 y desde entonces ha afectado a cerca de 300 personas y también a
animales, los cuales suelen presentar cuadros clinicos mas térpidos con pobre respuesta al
tratamiento (Byrnes et al., DeBess et al., 2010; 2010; Galanis et al., 2009; Galanis et al., 2010).

No obstante, esta técnica presenta entre sus principales limitaciones, ademas de la compleja
interpretacion de los resultados, el gran nimero de fases que conlleva el proceso, la
cantidad de reactivos y equipamiento requeridos, asi como la demanda de ADN de alta
calidad, factor crucial para el éxito de la misma (Mueller y Wolfenbarger, 1999; Klaassen,
2009; Costa et al, 2010).

Una de las Ultimas alternativas aplicadas al analisis de la epidemiologia molecular del
complejo C. neoformans es el MLST. Recientemente, el grupo de trabajo de la Sociedad
Internacional de Micologia Humana y Animal dedicado a la caracterizacion genética de
esta levadura, propuso como norma el estudio por este méetodo de los loci CAP59, GPD1,
LAC1, PLB1, SOD1, URA5, y IGS1 (Meyer et al.,, 2009). Los resultados obtenidos
demostraron ser altamente reproducibles y concisos, pero el costo de la técnica y su
complejidad son muy elevados (de Valk et al., 2009; Klaassen, 2009).
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Por su parte la secuenciacion gendémica, a pesar de que fue descrita desde los afios “70 del
siglo pasado, no se aplico a los estudios del complejo C. neoformans hasta mediados de 1990,
dando una nueva perspectiva a los laboratorios en torno a la identificacion, los analisis de

microevolucion, virulencia y epidemiologia (Pryce et al., 2006; Costa et al., 2010).

Las secuencias conservadas de las regiones repetitivas del genoma constituyen dianas
atractivas para los métodos de identificacion basados en los PCR dado que la presencia de
sus multiples copias incrementa la proporcion de los mismos. Dichas regiones deben
contener secuencias especie-especifica y de forma yuxtapuesta, secuencias conservadas
Unicas, de manera que la compilacion de fragmentos permita la identificacion tanto de

género como de especie en un PCR simple (Golubev y Sampaio, 2009).

La region ITS (incluyendo el gen 5.8S del ARNr) es la region mas empleada en la
identificacion molecular para agentes fungicos debido a su alto grado de variabilidad
(Hsu et al., 2003; Katsu et al., 2004). La secuenciacion de los dominios D1/D2 del locus LSU
del ADNr 26S fue recomendada posteriormente con este proposito por la confiabilidad
probada de sus resultados. La region ITS es en general, mas variable que D1/D2 y los
especimenes de una misma especie pudieran diferir por multiples discordancias a nivel de la
primera (Golubev y Sampaio, 2009). En este trabajo se combind la secuenciacion de ambos
fragmentos para garantizar una mayor veracidad de los resultados y facilitar la comparacion
con las secuencias publicadas. Esta tecnologia resulta altamente atractiva pero costosa y solo
se lleva a cabo en laboratorios de referencia o grandes laboratorios de asistencia médica
(Klein et al., 2009).

Los estudios moleculares que se realizaron en este trabajo para determinar el tipo de
apareamiento demostraron que todos los aislamientos identificados previamente como

C. neoformans var. grubii son portadores del alelo MATa (C. neoformans Aa).

En condiciones de poca disponibilidad de nutrientes, baja humedad y temperaturas entre
15-33 °C, pudiera ocurrir apareamiento o reproduccion sexual de este basidiomiceto. Este
proceso da como resultado la liberacién de basidiosporas, mas pequefias que las células
vegetativas las que son facilmente dispersadas por el viento a diferentes nichos ecolégicos,
incluyendo al hombre (Lin et al., 2008; Velagapudi et al., 2009). Este sistema de
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apareamiento es controlado por un locus con dos alternativas alélicas: MATa y MATa
(Feng et al., 2008; Metin et al., 2010). La posibilidad de poder determinarlos resulta de
gran utilidad en los estudios sobre la ecologia, la epidemiologia, la patogenia, asi como la

clinica de la criptococosis y su agente causal.

Existen evidencias de que durante el entrecruzamiento genético, ambos alelos son
segregados en igual proporcion (Metin et al., 2010). Sin embargo, reportes previos
muestran que MATa estd presente en los aislamientos clinicos y ambientales en una
proporcion muy superior al MATa (30:1). Este hecho sugiere que MATa presenta ciertas

ventajas selectivas para la supervivencia (Matsumoto et al., 2007; Hiremath et al., 2008).

Recientemente, se comprobd que la reproduccion es posible tanto entre células del tipo de
apareamiento opuesto como del mismo sexo. Es posible que el locus MATa sea el principal
responsable de la reproduccion entre organismos del propio tipo y la fructificacion haploide
en C. neoformans. En la actualidad existen evidencias sobre esto en aislamientos de los
serotipos A y D obtenidos de fuentes naturales (Boekhout et al., 2001; Saul et al., 2008;
Kozubowski y Heitman, 2011). Esta forma de reproduccion constituye un potenciador de la
variacion genética en las poblaciones naturales de los organismos. La diversidad resultante
puede aumentar la eficacia de seleccion natural y realzar la oportunidad de colonizar
satisfactoriamente nuevos ambientes (Matsumoto et al., 2007; Hiremath et al., 2008;
Metin et al., 2010). Paralelamente, estudios de infeccion experimental empleando ambas
formas sexuales indican que las células MATa son mas virulentas al ocasionar infeccion
diseminada al sistema nervioso central con mayor frecuencia en relacion a las del MATa
(Litvintseva et al., 2005; Feng et al., 2008).

En sintesis, el hallazgo de que todos los especimenes clinicos y mas del 95 % de los
obtenidos a partir de excretas de palomas correspondan a C. neoformans var grubii (ser. A),
confirma los resultados anteriores sobre el predominio de este en Cuba (Fernandez et al.,
1998a) y en el mundo (Lin et al., 2008; Kozubowski y Heitman, 2011). Esta constituye la
primera vez que se determina el tipo de apareamiento de los aislamientos cubanos de
C. neoformans y se demuestra que el 100 % de los mismos pertenecen al MATa, lo que
constituye una evidencia mas de su alta prevalencia tanto en la naturaleza como en las

muestras clinicas. Asi mismo, los intentos de aislamientos de las especies de este complejo a
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partir de material vegetal apuntan hacia la pertinencia de confirmar la identificacion
convencional a través de métodos moleculares y a la necesidad de nuevos ensayos ampliados
a otras especies de plantas y regiones del pais dada la baja prevalencia encontrada de estas

levaduras en las fuentes estudiadas.

IV.2. Determinacion de las posibles fuentes de infeccion por Cryptococcus a traves de

la comparacidon de los patrones genéticos de aislamientos clinicos y ambientales

Los nueve marcadores seleccionados a partir de la secuencia de la cepa tipo H99, resultaron
polimérficos al mostrar entre 5 y 51 alelos diferentes por cada uno (tabla 5). Los mismos
mostraron alta especificidad para C. neoformans var. grubii al no obtener productos de
amplificacion después de aplicar ADN de las cepas controles C. neoformans serotipo D
(CBS10511), C. gattii serotipo B (CBS6956) y C. gattii serotipo C (CBS 10101).

Tabla 5. Numero de alelos detectados por los marcadores de cada subpanel.
Subpanel Marcador No. de alelos (rango)
CNA2a 15 (10-60)
CNA2 CNA2b 6 (8-21)
CNA2c 16 (8-44)
CNA3a 9 (19-69)
CNA3 CNA3b 5 (5-17)
CNA3c 10 (8-38)
CNA4a 51 (15-119)
CNA4 CNA4b 10 (5-25)
CNA4c 11 (1-18)

En la tabla 6 se expresa el calculo del poder discriminatorio de cada uno de los marcadores
analizados de forma individual y del conjunto (superior a 0,99). Los de mayor variabilidad
correspondieron con CNA2c y CNA4a. Si bien la eliminacion de este ultimo resulto en una
reduccion de aproximadamente el 50 % del nimero de genotipos, esto no afectd la
distribucion de los mismos en los grupos encontrados. Contrariamente, el 85 % del total de

los especimenes no produjo amplificacion con el marcador CN3a. Esto pudiera ser el
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resultado de: i) la deleccidn de este locus en el genoma de los aislamientos estudiados, ii) la
presencia de una o mas secuencias polimorficas de los dos cebadores de amplificacion, iii)
o alternativamente, a que el tamafio de los fragmentos amplificados pudiera encontrarse
fuera de los limites de la talla de los marcadores de la corrida de electroforesis capilar, lo
cual no fue posteriormente investigado. En todo caso, la exclusion de este marcador no

influencié la agrupacion de los aislamientos en los diferentes grupos.

Tabla 6. Poder discriminatorio basado en el indice de diversidad de Simpson (D) de
cada uno de los marcadores, de cada panel de marcadores y del juego completo de
marcadores (Simpson, 1949).

Marcador D Panel D Juego D
CNA2a 0,842 CNA2 0,906 CNA 0,993
CNA2b 0,789
CNA2c 0,828
CNA3a 0,282 CNA3 0,868
CNA3b 0,618
CNA3c 0,819
CNAda 0,972 CNA4 0,992
CNA4b 0,712
CNA4c 0,688

En el 2008 Hanafy y sus colaboradores reportaron el uso de microsatélites para los estudios
de tipificacion de C. neoformans var. grubii. Sin embargo, de los 15 marcadores empleados
solo tres mostraron ser polimorficos. Adicionalmente, los productos de PCR se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa, técnica que presenta menor resolucién y no
permite aprovechar las potencialidades de los microsatélites como dianas de la tipificacion
(Hanafy et al., 2008).
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En su conjunto, el panel seleccionado para este trabajo permitio discernir en la coleccion
analizada (190 aislamientos) 104 genotipos diferentes distribuidos en 20 genogrupos. La
relacion entre los mismos se ilustra en la figura 6. Varias de dichas agrupaciones gquedaron

separadas por diferir en el nimero de marcadores y fueron designadas como CM.

CM10
O

@ Genotipos ambientales
> Genotipos clinicos

Figura 6. Origen de los aislamientos y su relacion con los genotipos.

A) Expansion minima del arbol basado en el analisis multiestatal de categorias. Cada
circulo representa un genotipo Unico; el tamafio de los circulos corresponde con el nimero
de aislamientos con ese genotipo. Cada genotipo se encuentra interconectado por una linea
con el (los) genotipo(s) mas cercano(s). Los grupos constituidos por dos o mas genotipos
cuya variabilidad fue atribuible solamente a uno o dos marcadores fueron designados como
complejo de microsatelite (CM) y se representaron con colores diferentes; los circulos
amarillos constituyen genotipos Unicos y no forman parte de ningin CM.

B) El mismo arbol de expansiéon minima mostrando el origen (clinico o ambiebntal) de los

genotipos.
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Aungque CM1 y CM2 se encuentran conectados entre si por genotipos que solo difieren en
dos marcadores, existe una evidente separacion entre ambos, por lo que se consideraron
como complejos no relacionados (figura 6, tabla 7). De esta forma, se identificaron 11 CM
y nueve grupos genéticos constituidos por 18 aislamientos que no quedaron incluidos en
ninguno de los complejos. Los andlisis evidenciaron que mas del 70 % de todos los
especimenes quedaron congregados en cuatro de los 11 CM.

Tabla 7. Distribucién de los aislamientos segin su origen en los complejos de
microsatélites.

Aislamientos de origen clinico

Aislamientos
Complejo NO' toj[al de de origen .
aislamientos ambiental VIH VII_—| Conqun
positivos negativos desconocida
CM1 51 49 2 0 0
CM2 32 2 16 6 8
CM3 39 2 27 9 1
CM4 14 0 14 0 0
CM5 8 2 5 0 1
CM6 3 0 0 3 0
CM7 9 5 4 0 0
CM8 4 1 3 0 0
CM9 3 3 0 0 0
CM10 2 0 1 1 0
CM11 7 0 4 1 2
Otros 18 4 9 5 0
Total 190 68 85 25 12

La distribucion temporal de CM3, el cual abarco el mayor nimero de aislamientos clinicos
(n=37), demostro la presencia de este genotipo a lo largo de casi dos décadas. Por su parte,
CM4, CM6, CM10 y CM11 estuvieron constituidos exclusivamente por especimenes
clinicos procedentes de pacientes VIH positivos el primero, VIH negativos el segundo y
ambos tipos de pacientes en los dos Ultimos. De esta observacion se pudiera deducir la

presencia de nichos ecoldgicos adicionales de C. neoformans var. grubii como posibles




IV. Resultados y Discusion
67

fuentes de infeccion en humanos y la posible existencia de genotipos mas virulentos
capaces de afectar de forma eventual a pacientes sin factores predisponentes conocidos
(CMS6). Por su parte, los analisis considerando la provincia de origen de los pacientes y la
fecha de obtencion del aislamiento no arrojaron datos de interés, al encontrarse distribuidos

de forma arbitraria en los diferentes grupos.

De forma llamativa, CM1 quedd constituido mayormente por aislamientos de origen
ambiental (96 %) y tuvo una amplia representacion de todos los puntos muestreados a lo
largo de Cuba; diferencia que fue altamente significativa (p < 0.001). Por su parte, aunque de

menor tamafio, CM9 qued6 compuesto exclusivamente por especimenes de este mismo origen.

C. neoformans var. grubii tradicionalmente se asocia con las excretas de palomas y el suelo
contaminado con estas. Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de
Estados Unidos de Norteamérica, las personas con sistema inmune debilitado deben evitar el
contacto con las aves, especialmente las palomas y sus desechos (Disease Listing, 2009). No
obstante, la diversidad de los aislamientos ambientales solo se conoce parcialmente. En este
sentido solo se conocen unos pocos estudios comparativos entre las huellas genéticas obtenidas
de especimenes recuperados de muestras clinicas y ambientales de una misma area geografica,
los cuales sugieren una estrecha relacion entre los mismos (Boekhout et al., 2001; Trilles et al.,
2003; Litvintseva et al., 2005). A pesar de esto, muchos aspectos relacionados con la estructura
de esta poblacién, tales como: ¢cudles genotipos son mas propensos a causar infeccion? ;qué

relacién temporal o espacial existe entre otros? permanecen bajo interrogantes.

Aunque se realizd una cuidadosa seleccidn de colonias a partir de las muestras ambientales,
no se puede descartar la posibilidad de sesgo relacionado con la presencia de determinados
genotipos mas frecuentes en las excretas de palomas. Sin embargo, el hallazgo de
complejos constituidos Unicamente 0 en su mayoria por aislamientos ambientales, hace
suponer el origen clonal de los mismos y que estos se encuentran mejor adaptados al
microambiente de donde fueron recuperados. Estas inferencias necesitan ser confirmadas

mediante estudios de patogenicidad.

Los patrones obtenidos mediante AFLP se emplearon para evaluar el resultado derivado del

uso del panel de marcadores seleccionados. Aunque un nimero relativamente pequefio de



IV. Resultados y Discusion
68

aislamientos clinicos (11 %) quedd indiscutiblemente separado en una agrupacion,
subdivision totalmente compatible con CM4, el resto se dsitribuyd en los demas CM de
forma indistinta. De manera general, al compararlo con la tipificacion con STR, el AFLP
puso de manifiesto una menor variabilidad genética en esta coleccion y no fue capaz de
evidenciar segregacion entre los aislamientos clinicos y ambientales (figura5 A y B). Estos
resultados confirman la utilidad del panel de marcadores propuesto como dianas en la

tipificacion molecular de C. neoformans var. grubii.

El AFLP es una técnica molecular que se basa en la amplificacion de fragmentos de
mualtiples lugares del genoma (Vuylsteke et al., 2007). Este principio permite inferir que las
diferencias genéticas encontradas entre los especimenes que integran CML1 y los restantes,
son relativamente pequefias, contrarias a las diferencias sustanciales observadas entre la
mayoria de los aislamientos y aquellas pertenecientes a CM4. Probablemente, su poder
discriminatorio pudiera incrementarse mediante el empleo de otras combinaciones de

enzimas de restriccion y residuos selectivos.

Los estudios relativamente recientes de Litvintseva et al. con la aplicacion del AFLP como
técnica de caracterizacion, demostraron mayor diversidad genética entre los aislamientos
clinicos que entre los ambientales (Litvintseva et al., 2005), por lo que los hallazgos
obtenidos mediante la tipificacién con STR en el presente trabajo son consistentes con los

reportados por esta autora.

Otros métodos moleculares de tipificacion tales como el cariotipaje, la amplificacion
al azar de ADN polimoérfico mediante reaccion en cadena de la polimerasa (RAPD-
PCR, de sus siglas en inglés) y el MLST se han empleado en los estudios del complejo
C. neoformans (Blasi et al., 2001; Litvintseva et al., 2006; Zhu et al., 2010). Zhu et al., en
una investigaciéon publicada con posterioridad a este trabajo, comparan 83 aislamientos
clinicos y 53 ambientales procedentes de Brasil mediante el empleo de MLST y concluyen que
los principales genogrupos clinicos difieren de los ambientales, por lo que la relacion entre
ambos no es tan estrecha como se suponia hasta la fecha (Zhu et al., 2010). Tanto estos autores
como Litvintseva et al. al realizar ensayos de virulencia in vivo, demostraron que los
especimenes de fuentes ambientales son menos patogénicos (Litvintseva et al., 2006;

Zhu et al., 2010). Estos resultados y los obtenidos de la comparacion de aislamientos
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clinicos y ambientales cubanos brindan solidez a las inferencias derivadas de este estudio y
al empleo de la tipificacion con STR como método de caracterizacion genética.

En sintesis, los resultados de este trabajo confirman la utilidad del panel de marcadores
propuesto para la tipificacion molecular de C. neoformans var. grubii, los cuales permiten
distinguir los especimenes clinicos de los ambientales. La ausencia de variabilidad
temporo-espacial entre la mayoria de los aislamientos ambientales (>70 %) sugiere una
relacion clonal de los mismos lo que pudiera deberse a las caracteristicas geograficas de
Cuba en su condicion de isla. En contraste, a pesar de que la mayoria de los aislamientos
clinicos provenian de Ciudad de La Habana y La Habana, estos se encontraron distribuidos
en varios de los CM. Estas evidencias sugieren que la infeccion humana por C. neoformans
ocurre a partir de nichos ecoldgicos adicionales diferentes a los incluidos en este estudio.
La interpretacion de estos resultados ofrece una nueva perspectiva a la epidemiologia de la
criptococosis y su agente causal en Cuba con implicaciones que pudieran ir mas alla de sus

fronteras.

IV.3. Susceptibilidad antifangica y genotipificacion de aislamientos consecutivos

recuperados de pacientes con meningitis criptococosica recurrente

Los resultados del analisis de los 19 especimenes obtenidos de siete pacientes con
meningitis criptococdsica recurrente durante el periodo pre-TARVAE mostraron una media
de aislamiento/paciente de 2,71 (rango 2-4) y un tiempo promedio entre la recuperacion de
cada uno de ellos de 52,5 dias (rango 13-123). A excepcion del paciente No. 7 todos eran
seropositivos al VIH y tuvieron un desenlace fatal a causa de la micosis a pesar de recibir

tratamiento antifungico segun se recoge en la tabla 4.

La criptococosis es una enfermedad rara en individuos inmunocompetentes, lo que indica
gue un sistema inmune totalmente efectivo puede controlar la infeccién. No obstante, la
modulacion de la respuesta innata adaptativa pudiera promover la supervivencia de algunas
levaduras en estos individuos (Chen et al., 2008). Sumado a esto, la emergencia de

resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en un problema creciente afiadiendo un
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nuevo mecanismo a la persistencia de este patdgeno (Spitzer et al., 1993; Kobayashi et
al., 2004; Bii et al., 2007; Olszewski et al., 2010).

Los cuadros de meningitis criptococdsica persistente o recurrente son descritos con relativa
frecuencia a pesar de administrar el tratamiento de eleccién (Jarvis et al., 2007;
Olszewski et al., 2010). Los resultados de los estudios publicados al respecto son variables.
La mayoria de los autores sugieren que este fendmeno pudiera deberse a recaidas de la
infeccion por la cepa infectante original (Mondon et al., 1999; Friese et al., 2001,
Jain et al., 2005), otros lo atribuyen a una disminucion de la susceptibilidad a los
antifungicos (Rodero et al., 2000) o a un deterioro progresivo del sistema inmune
(Casadevall et al., 1993; Casadevall y Perfect, 1998). Por su parte, las infecciones mixtas y
la microevolucion de la cepa original son consideradas con menos frecuencia
(Sullivan et al., 1996; Blasi et al., 2001; Litvintseva et al., 2005). Hasta el momento no se
habian realizado en Cuba estudios de aislamientos secuenciales de C. neoformans
obtenidos de pacientes con cuadros recurrentes o persistentes.

El réegimen de antifingicos recomendado para el tratamiento de la neurocriptococosis
incluye tres fases: induccién, consolidacion y mantenimiento. La combinacion de
anfotericina B y 5-fluorocitosina en la primera, seguido del uso del fluconazol en las dos
ultimas, es la mas asociada al éxito terapéutico (Perfect et al., 2010). A pesar de que el
itraconazol resulta menos efectivo en la terapia anticriptococésica, la presencia de
intolerancia a las drogas de eleccién o la carencia de las mismas, justifican su empleo. Este
medicamento también se recomienda como alternativo en la profilaxis de la infeccion en
los pacientes con alto riesgo (Sarl et al., 2004; Fusco-Almeida et al., 2007; Perfect et al.,
2010). De acuerdo con estas pautas y con los esquemas administrados a los pacientes
incluidos en este estudio, se seleccionaron las drogas para la determinacion de la

susceptibilidad antifangica in vitro.

Los datos al respecto, resultantes del analisis de los aislamientos incluidos en el presente
estudio se reflejan en la tabla 8. El valor mas alto de CIM obtenido para anfotericina B fue
de 0,25 pg/mL y solo se detectd diferencia de una dilucion entre algunos de los

aislamientos secuenciales.
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Tabla 8. Susceptibilidad in vitro a los antifingicos empleados durante el tratamiento de
los pacientes segun el método de microdilucion en medio liquido.
Concentracion inhibitoria minima (ug/mL)
Paciente No. Aislamiento No. lectura a las 72 h
Anf B 5FC Flu Itr
1 08360992 0,125 8 4 0,125
08360975 0,25 2 4 0,063
08361001 0,25 4 4 0,25
2 08360997 0,125 2 1 0,031
08360970 0,25 2 2 0,063
08360991 0,125 1 1 0,031
3 08360971 0,25 2 2 0,063
08360972 0,125 8 2 0,125
4 08360982 0,25 2 2 0,031
08360989 0,25 1 4 0,031
5 08360924 0,25 2 1 <0,016
08360925 0,25 1 0,25 0,031
6 08361056 0,125 0,5 0,25 <0,016
08361052 0,125 0,5 4 0,125
08361053 0,25 1 8 0,125
7 08360926 0,25 0,5 0,5 <0,016
08360930 0,25 0,5 0,5 0,031
08360978 0,125 1 1 0,031
08360942 0,25 4 8 0,5
Rango 0,125-0,25 0,5-8 0,25-8 0,016-0,5
MG 0,2 2,09 2,51 0,051
ClIMsg 0,25 2 2 0,031
ClMgg 0,25 4 4 0,125
Anf B = anfotericina B; 5FC = 5-fluorocitosina; Flu = fluconazol; Itr = itraconazol
MG = Media geométrica
CIM 5= Minima concentracién del antifngico capaz de inhibir al 50 % de la cepa en
comparacion con el control de crecimiento
CIMg, = Minima concentracion del antifingico capaz de inhibir al 90 % de la cepa en
comparacion con el control de crecimiento
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Debido a la ausencia de puntos de corte para este polieno frente a levaduras del complejo
C. neoformans, se asumieron los reportados previamente en 1998 por Nguyen y Yu y
Lozano et al. Estos autores definen un aislamiento como resistente cuando la CIM de
la droga supera los 2 pg/mL debido a su asociacién con el fracaso terapéutico
(Lozano et al., 1998; Nguyen y Yu, 1998). Los resultados obtenidos fueron similares a
los publicados anteriormente donde se reportan valores uniformes de CIM y ausencia de
resistencia frente a la anfotericina B (Fernandez et al., 1998b; Pfaller et al., 2004; Messer
et al., 2009).

La 5-fluorocitosina, a pesar de mostrar un maximo de variacion entre el total de los
aislamientos de hasta cuatro diluciones, los valores de CIM no excedieron los 8 pg/mL.
No se encontraron especimenes resistentes al aplicar los criterios interpretativos del CLSI,
donde se consideran como aislamientos resistentes frente a esta droga, cuando la CIM de
la misma es > 32 ug/mL (CLSI, 2008b).

Tanto el itraconazol como el fluconazol mostraron los rangos mas amplios (hasta cinco
diluciones); este ultimo ademas presentd CIM elevadas (hasta 8 ug/mL). A pesar de la
eficacia in vivo del fluconazol, trabajos anteriores han demostrado la baja actividad in vitro
de este medicamento frente a C. neoformans (Aller et al., 2000). De acuerdo con estos
autores, los buenos resultados terapéuticos obtenidos son en gran parte atribuibles a las
altas concentraciones que logra alcanzar en el LCR. Aunque todos los aislamientos se
consideraron sensibles (CMI < 64 pug/mL), se observo un incremento escalonado de cinco y
cuatro diluciones en los pacientes No. 6 y 7 respectivamente (tabla 8), lo que apunta hacia
una disminucion progresiva de los niveles de sensibilidad a esta droga (Mondon et al.,
1999; Perfect et al., 2010).

Si bien algunos autores plantean que el amplio uso del fluconazol en los pacientes
inmunodeprimidos ha contribuido al desarrollo de resistencia (tasas entre 4-16 % en Asia 'y
hasta del 40 % en Norteamérica y Europa) (Fusco-Almeida et al., 2007), las cifras
obtenidas en este trabajo son comparables a las publicadas anteriormente, las cuales
muestran que el 100 % de los aislamientos fueron susceptibles a esta droga (Fernandez et al.,
1999; Pfaller et al., 2004; Messer et al., 2009).



IV. Resultados y Discusion
72

De forma general, la actividad del itraconazol frente a los aislamientos secuenciales
incluidos en este estudio mostraron un rango de 0,016-0,5 pg/mL por lo que todos se
consideraron susceptibles segun los criterios establecidos por el CLSI (CLSI 200b).
Los valores de media geométrica (0,051 ug/mL) asi como las CIMsp (0,31 pg/mL) y
CIMgy (0,125 pg/mL) son similares a los reportados por Dannaoui et al. y otros
autores (Sabatelli et al., 2006; Messer et al., 2009; Dannaoui et al., 2010). Solo los
pacientes No. 2 y 7 recibieron tratamiento con este antifngico, sin embargo, en mas
del 70 % de los mismos, se detectd incremento de los valores de CIM de itraconazol de
hasta cinco diluciones; esto pudiera obedecer a un mecanismo de resistencia cruzada
entre los azoles (Fusco-Almeida et al., 2007). Estos resultados reafirman la importancia de

mantener una estrecha vigilancia de la susceptibilidad a los antimicrobianos.

El empleo del panel de marcadores previamente descritos, para la caracterizacion molecular
mediante STR, permitié la deteccién de la variabilidad genética entre los especimenes. Este
andlisis evidencio la presencia de 14 patrones genéticos; solo dos de los pacientes, con dos
y tres aislamientos respectivamente, presentaron patrones idénticos, en tanto que para el

resto (14 aislamientos) la técnica demostrd la presencia de diferentes genotipos (figura 7).

Genotipo Fecha de

2 8 8 2 8 8 2 8 8 ScNA2 CNAZD CNAZc CNA3a CNA3b CNA3c CNA4a CNAdb CNAdc| Paciente | Fuente | aislamiento
10 12 10 - 14 14 75 6 10 2 LCR 10-1-1996

10 12 10 - 14 14 75 6 10 2 LCR 5-9-1995

— 10 12 10 14 14 66 6 10 7 LCR 9-1-2001

10 12 10 14 14 46 6 10 2 orina 8-12-1995

; 10 12 10 14 14 53 6 11 4 LCR 6-5-1997
;10 12 12 13 14 - 9 4 3 LCR 18-1-1996

10 12 12 13 14 - 9 4 3 LCR 29-2-1996

12 12 12 10 23 96 10 5 7 LCR 17-4-2001

12 12 12 10 23 96 10 5 7 LCR 7-6-2001

L 12 12 12 10 23 9% 8 5 7 semen | 19-6-2001
— " 8 23 14 16 32 8 <) 1 LCR 14-4-1995
| 8 24 - 14 16 33 8 5 1 LCR 18-7-1995
18 20 24 55 14 16 47 20 6 1 sangre 14-4-1995

12 10 8 - 5 8 118 5 1 6 LCR 12-10-2000

12 10 8 5 8 118 5 1 6 LCR 30-10-2000

12 10 8 5 8 118 5 1 6 LCR 12-6-2000

12 10 8 5 8 5 1 5 LCR 26-10-2000

l— 12 10 8 - - 8 - 5 1 5 LCR 15-4-2000
27 20 20 64 17 15 56 19 16 4 LCR 23-4-1997

Figura 7. Relacién entre los diferentes genotipos de los 19 aislamientos de C. neoformans
obtenidos de siete pacientes por tipificacion con STR. Los ndmeros de cada columna de
genotipo corresponden al nimero de repeticiones observadas con cada marcador. El guion
indica que no se obtuvo resultado. EI dendograma esta basado en el anlisis de agrupamiento de
UPGMAN con el empleo del coeficiente de correlacion de Pearson. La escala indica el porcentaje
de similitud.
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El conocimiento de la patobiologia de los microorganismos, especialmente su interrelacion
con el hospedador, resulta de gran importancia en el desarrollo de estrategias que mejoren los
efectos clinicos de los tratamientos y limite la persistencia de los agentes en los tejidos.
Motivados por esto, algunos investigadores han estudiado los posibles mecanismos que
intervienen en la relacion entre el agente y el humano durante la infeccion criptococosica
(Lin et al., 2008; Casadevall, 2010; Guerrero et al., 2010; Olszewski et al., 2010).

La tipificacion mediante STR se ha utilizado poco en la caracterizacion de aislamientos de
Cryptococcus; sin embargo, su aplicacion en este trabajo confirmé su eficacia para este
proposito. Otros métodos de tipificacion, especialmente el cariotipaje electroforético, el
RAPD-PCR, el RFLP y el MLST se emplearon en andlisis epidemioldgicos similares con
los cuales se obtuvieron resultados divergentes (Sullivan et al., 1996; Fusco-Almeida et al.,
2007). No obstante, la mayoria de los resultados obtenidos indican que la infeccién

recurrente en los pacientes estudiados fue causada por la persistencia de la cepa original.

Los primeros estudios de cariotipaje y RFLP realizados en series de aislamientos
recuperados de pacientes con sida en Nueva York demuestraron la similitud entre los mismos
para cada uno de los individuos incluidos en el ensayo (Spitzer et al., 1993). Un trabajo
posterior empleando la misma técnica de caracterizacion pero aplicada a C. neoformans
obtenidos de pacientes con sida de Uganda, evidencié que los aislamientos secuenciales
fueron idénticos o muy similares en 12 de los 17 pacientes estudiados (Pfaller et al., 1998).

Del paciente N° 1 se obtuvieron dos aislamientos iniciales, uno a partir de sangre y otro de
LCR. Ambos mostraron perfiles de susceptibilidad similares, sin embargo resultaron ser
genotipicamente diferentes. Dado que estos se aislaron al mismo tiempo, se pudiera deducir
que el paciente estaba infectado con ambos genotipos en el momento de la primera toma de
muestra. Después de mas de tres meses de terapia de mantenimiento con fluconazol, el
paciente fue readmitido debido a la recaida de los signos y sintomas. El aislamiento
obtenido a partir del LCR en ese momento mostré un genotipo diferente en comparacion
con los anteriores. Estos resultados sugieren dos posibilidades: i) el paciente habia sido re-
infectado con un nuevo genotipo durante la terapia de mantenimiento o ii) el aislamiento

inicial persistente habia sufrido una microevolucion genética.
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Los pacientes N° 2 y N° 5 presentaron tres y dos aislamientos respectivamente, los cuales
mantuvieron patrones de susceptibilidad similares a lo largo del tiempo. En el primer caso,
solo los obtenidos a partir del LCR mostraron igual patron genético de lo que se infiere que el
paciente pudo tener una infeccion simultanea con mas de un genotipo. Debido a la similitud
morfologica de las colonias, solo una del crecimiento obtenido de cada muestra se
selecciond para su conservacion, lo cual constituye una limitacion de este estudio ya que
colonias con morfologia similar pudieran ser genéticamente diferentes como fue
demostrado en este trabajo y en otros llevados a cabo con anterioridad (Desnos-Ollivier et

al., 2010). Este hecho contribuye a que las infecciones mixtas sean inadvertidas.

En el paciente No. 5, los aislamientos solo diferian en un marcador y por tanto se considerd
gue pudieran estar genéticamente relacionados. Estas observaciones sugieren la posibilidad
de micro-evoluciones de C. neoformans durante la infeccién humana, proceso que permitiria
a la poblacion de hongos modificarse y escapar de su eliminacion por la accion del sistema
inmunoldgico y cursar de forma cronica (Jain et al., 2005).

Por otra parte, el paciente N° 4 se encontraba infectado con dos genotipos totalmente
diferentes. Debido al corto tiempo que medi6 entre cada aislamiento, se infiere que esta no
se tratara de una infeccion recurrente, sino que el paciente se encontraba infectado de forma
simultanea con ambos especimenes, coincidentemente con perfiles de susceptibilidad muy
similares. Situacion totalmente inversa se observé en los aislamientos obtenidos del paciente
N° 6 (genotipicamente idénticos) para los cuales se demostrd incremento progresivo de los

valores de CIM frente a los antiflngicos estudiados, especialmente para el fluconazol.

A pesar de la terapia antifingica administrada, el LCR del paciente N° 7 permanecio
positivo durante mas de cinco meses al examen microscopico (nigrosina) y cultivo. Solo el
segundo Y tercer aislamientos, obtenidos con un intervalo de 52 dias entre si, mostraron el
mismo patrdn genético. Por su parte, la homologia entre el tercero y el cuarto aislamiento
con un intervalo de solo 13 dias fue del 90 % vy entre el primero y el Gltimo (intervalo de
164 dias) del 34 %. Esto podria explicarse por (i) la infeccion simultanea con mas de un
aislamiento, (ii) la re-infeccion con un aislamiento nuevo durante el tratamiento, (iii) al
desarrollo de cambios genéticos a través del tiempo como mecanismo de adaptacion al

hospedador o (iv) la combinacion de todos estos factores. Estas hipdtesis son apoyadas por
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el hallazgo del incremento evidente en los valores de CIM frente al fluconazol e itraconazol

del ultimo aislamiento.

En sintesis, los resultados mostrados sugieren que la recurrencia de la infeccién en la
mayoria de estos pacientes no estuvo asociada a la resistencia a los medicamentos, sino
probablemente a la co-infeccion con diferentes aislamientos o variedades genéticamente
modificadas. Esta constituye una evidencia méas sobre la capacidad de C. neoformans de
experimentar trasformaciones que le permitan evadir las defensas del hospedador lo que

contribuye a su supervivencia.

IV.4. Determinacion de los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos
cubanos de C. neoformans var. grubii frente a los antifungicos de primera linea en el

tratamiento de la criptococosis y otros azoles

IV.4.1. Determinacion los patrones de susceptibilidad in vitro mediante el método de

microdilucién en medio liquido

Los resultados obtenidos de la actividad in vitro mediante microdilucion en medio liquido
de los siete antifingicos probados, se muestran en la tabla 9. Considerados en conjunto,
estos exhibieron patrones uniformes de susceptibilidad, con los valores més altos y los rangos
mas amplios frente a la 5-fluorocitosina (0,063-64 pg/mL) y el fluconazol (0,25-64 pg/mL);
mientras que los mas bajos correspondieron al isavuconazol, posaconazol y voriconazol (en

orden creciente).

Aungue la mayoria de los trabajos precedentes se basaron en el estudio de un nimero mas
reducido de especimenes, las cifras obtenidas aqui frente a los principales antifungicos son
similares a los ya publicados tanto en Cuba como internacionalmente (Fernandez et al., 1998b;
Fernandez et al., 1999; Pfaller et al., 2004).
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Tabla 9. Susceptibilidad in vitro mediante microdilucion en medio liquido de aislamientos
de Cryptococcus frente a siete antifangicos de acuerdo al origen de la cepa y la presencia o
no de infeccion por VIH en los pacientes.

Origen e CIM (ug/mL)

(No.) Antifiingico Rango CIMs CiMg
: Anf B 0,016-0,5 0,25 0,5
Am?fgtales 5FC 0,5-64 4 8
Flu 0,25-64 4 8

Itr 0,0016-0,5 0,063 0,25

Vor 0,0016-0,25 0,063 0,25

Pos 0,0016-0,125 0,31 0,63

Isa 0,002-0,0031 0,004 0,016

VIH positivos Anf B 0,031-1 0,25 0,25
5FC 0,125-8 4 8
(85) Flu 0,25-8 2 4
Itr 0,0016-0,5 0,031 0,25

Vor 0,0016-0,25 0,031 0,125

Pos 0.0016-0,125 0,031 0,016

Isa 0,002-0,063 0,008 0,016
VIH negativos Anf B 0,125-1 0,25 1
5FC 0,063-8 2 4
(32) Flu 0,25-8 2 8

Itr 0,016-0,5 0,031 0,063

Vor 0,016-0,25 0,063 0,063

Pos 0,016-0,5 0,063 0,125

Isa 0,004-0,063 0,008 0,031
(117) Flu 0,25-8 2 4
Itr 0,016-0.5 0,031 0,25

Vor 0,016-0,25 0,031 0,125

Pos 0,016-0,5 0,004 0,016

Isa 0,002-0,063 0,004 0,016

Total* Anf B 0,016-1 0,25 0,25
(163) 5FC 0,063-64 4 8
Flu 0,25-64 2 4

Itr 0,016-0,5 0,031 0,25

Vor 0,016-0,25 0,031 0,125

Pos 0,002-0,125 0,004 0,016

Isa 0,002-0,063 0,004 0,016

Anf B: anfotericina B; 5FC: 5-fluorocitosina; Flu: fluconazol; Itr: itraconazol; VVor: voriconazol;
Pos: posaconazol; Isa: isavuconazol; (No.): nmero de aislamientos incluidas en cada categoria

CIM 50y CIMgo: Concentracion minima del antifungico capaz de inhibir al 50 y 90 % de la cepa en
comparacion con el control de crecimiento

* El nimero total de aislamientos estuvo restringido a los que se encontraban disponibles en el

momento del estudio.
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La elevada incidencia de infecciones micoticas en los individuos seropositivos al VIH vy el
empleo del fluconazol en las terapias tanto profilacticas como de mantenimiento a largo
plazo, ha incrementado el temor justificado sobre la emergencia de resistencia a los azoles de
manera general (Souza et al., 2005). Ante esta situacion, la Organizacion Mundial de la Salud
hizo un llamado a mantener la vigilancia sobre este fenémeno (Bii et al., 2007). Sin embargo,
los estudios precedentes realizados en este sentido en Cuba estuvieron restringidos a un menor
namero de especimenes (no méas de 43) y de antifungicos (anfotericina B y fluconazol)
(Fernandez et al., 1998b; Fernandez et al., 1999).

La finalidad de estas pruebas es, de manera general, facilitar la toma de decisiones en
cuanto a la politica de antibidticos a seguir frente a un determinado agente y en lo
particular, predecir el efecto clinico del tratamiento y poder seleccionar las drogas o las
combinaciones de estas con mayor actividad. En los dltimos afios se han realizado
considerables esfuerzos para lograr métodos eficaces y reproducibles; sin embargo, los
datos disponibles sobre la susceptibilidad in vitro de C. neoformans son limitados y
contradictorios, lo que dificulta el establecimiento de los puntos de cortes para este

microorganismo (Larsen et al., 2005).

A pesar de que el uso clinico de la anfotericina B se ve obstaculizado por su nefrotoxicidad,
esta se emplea con gran éxito para tratar infecciones por diferentes levaduras y hongos
filamentosos (Chen et al., 2007). Los valores de CIM encontrados para esta droga, fueron
superiores en los aislamientos de pacientes VIH negativos en comparacion con los
portadores del virus. No obstante, todos resultaron ser susceptibles teniendo en cuenta los
parametros previamente descritos en este trabajo. Estos resultados coinciden con los
reportados en la literatura donde el nimero de C. neoformans resistentes a este polieno es
sorprendentemente bajo, hecho atribuido en parte, a la carencia de una metodologia eficaz y

reproducible para su determinacién (Nguyen y Yu, 1998; Lozano et al., 1998).

El documento M27-S3 recomienda que se consideren aislamientos resistentes a la
5-fluorocitosina cuando la CIM de esta droga es > 32 pg/mL frente a los mismos

(CLSI, 2008b). Bajo este criterio, todos los especimenes clinicos estudiados fueron

susceptibles y solo tres de procedencia ambiental revelaron cifras superiores. Esta es una
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droga con espectro de accion limitado que incluye Candida spp. y el complejo
C. neoformans (Chen et al., 2007). Su asociacién con la anfotericina B es preconizada
como terapia de eleccion en el tratamiento de ataque de la meningitis criptococosica
(Perfect et al., 2010). La mayor eficacia de dicha combinacion comparada con el uso del
polieno como Unica droga, quedé demostrada ampliamente tanto en los individuos VIH
positivos como negativos (Dorsthorst et al., 2002; Schwarz et al., 2007). En este trabajo, la
resistencia encontrada fue menor a la reportada previamente por otros autores (> 20 %)
(Bii et al., 2007; Schwarz et al., 2007); no obstante, los estudios de posibles mecanismos de
resistencia y sinergismo serian de gran utilidad en la interpretacion de los resultados del

presente estudio.

Entre los azoles, el fluconazol mostro la menor actividad. Como se comentd en la seccion
IV.3, a pesar de su eficacia in vivo, trabajos anteriores demostraron su baja actividad
in vitro frente a C. neoformans (Aller et al., 2004; Sarl et al., 2004). Los aislamientos
ambientales incluidos en este estudio resultaron menos susceptibles que los clinicos,
mientras que los obtenidos de individuos VIH negativos mostraron ClIMgy, menor en
comparacion con los de pacientes con sida. Aunque otros factores diferentes a la resistencia
antifungica, como son el deterioro del sistema inmune del hospedador, la presencia de otras
enfermedades subyacentes, la prontitud con que se instaure la terapia y el manejo de la
hipertension endocraneana entre otros, son aspectos a considerar en los casos de fallos
terapéuticos, algunos autores reportan casos de evidente asociacidn entre valores elevados

de CIM para el fluconazol y el fracaso con el empleo de esta droga (Yildiran et al., 2002).

Entre los especimenes estudiados, solo uno (de procedencia ambiental) presentd
CIM = 64 pg/mL. Este hallazgo concuerdan con otros publicados anteriormente donde se
reportan rangos de 0,5-64 pg/mL para aislamientos ambientales de C. neoformans frente a
esta droga en Brasil, Puerto Rico, India y Kenya (Moraes et al., 2002; Pedroso et al., 2006;
Bii et al., 2007). Al respecto, Mondon et al. sugieren la hipotesis de que la resistencia al
fluconazol (CIM > 64 pg/mL) en esta levadura pudiera aparecer con una frecuencia
variable, asi como que la misma es innata y no se relaciona con exposicion previa a los
azoles ni a ningun otro antifungico (Mondon et al., 1999). No obstante, otros hechos
comprobados tales como, el fendmeno de heterorresistencia (Mondon et al., 1999; Varma y
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Kwon-Chung, 2010) y la resistencia cruzada con azoles de uso agricola (Serflin et al.,
2007; Mdiller et al., 2007) pudieron influir en los resultados obtenidos. Ante esta situacion,
se impone seguir prestando atencion a la emergencia de resistencia a este farmaco debido a
su uso generalizado tanto en los pacientes con sida como en seronegativos al VIH
(Cuenca-Estrella, 2010).

Los valores de CIM de itraconazol (0,016 - 0,5 pg/mL) exhibieron gran variabilidad
independientemente de la procedencia de los aislamientos estudiados. De acuerdo a los
criterios interpretativos adoptados en este trabajo, ninguno de los especimenes se considero
resistente al mismo. Aunque algunos autores reportan cifras de resistencia entre el 8 y el
16 % (Tay et al., 2006; Perkins et al., 2005), nuestros resultados concuerdan con otros
trabajos donde se declaran altos porcentajes de susceptibilidad a este antifingico (Moraes
et al., 2002; Bii et al., 2007; Chong et al., 2010). A pesar de tener un espectro de accién
mas amplio y mayor actividad in vitro que el fluconazol, el itraconazol ha demostrado ser
menos efectivo en el tratamiento de la neurocriptococosis debido a que no logra alcanzar
niveles suficientemente altos en el LCR (Cuenca-Estrella, 2010). No obstante, se
recomienda como tratamiento alternativo cuando se presenta intolerancia a las drogas de

primera linea o no se dispone de estas Gltimas (Perfect et al., 2010).

Afortunadamente, el arsenal antifingico se ha incrementado durante las Ultimas dos
décadas con la adicion de varios agentes y se espera que en breve se autoricen nuevos
triazoles con actividad in vitro frente a esta levaduras (Chen et al., 2007; Messer 2009;
Cuenca-Estrella, 2010).

En este estudio, el voriconazol demostré una actividad in vitro méas potente que el
itraconazol frente a la seleccion de aislamientos estudiados. Aunque la efectividad de esta
droga frente a C. neoformans no se ha estudiado suficientemente, parece ser eficiente
incluso frente aquellos especimenes resistentes al fluconazol (Lozano et al., 1998; Perfect
et al., 2003; Pfaller et al., 2004; Sabatelli et al., 2006) lo cual queda corroborado por los
resultados de la presente investigacion. De otra parte, los trabajos en animales de
experimentacion demuestran que el voriconazol es bien absorbido y alcanza
concentraciones altas y prolongadas en suero. Esta farmacocinética favorable pudiera

explicar los mejores resultados observados en ratas infectadas tratadas con voriconazol
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versus itraconazol (Perfect et al., 2003). Estos resultados prometedores se deberan
complementar mediante ensayos clinicos teniendo en cuenta la tendencia al desarrollo de
resistencia cruzada entre los azoles (Mondon et al., 1999; Yildiran et al., 2002; Cuenca-
Estrella, 2010).

Posaconazol e isavuconazol pertenecen a la Gltima generacion de los azoles investigados
actualmente por su papel en el tratamiento de infecciones graves por hongos filamentosos y
levaduras. Los resultados de susceptibilidad en este trabajo frente al primero, reafirman los
reportes anteriores y brindan un soporte tedrico a su empleo como nueva alternativa
terapéutica en el manejo de la criptococosis. Ademas de su potente actividad, se tolera bien,
ofrece un perfil de toxicidad menor en comparacion con otros antimicéticos sistémicos
comercializados actualmente y su farmacocinética se caracteriza por la lenta eliminacion,
bajo aclaramiento plasmatico y una extensa distribucion tisular (Odds et al., 2006; Ullmann
et al., 2006; Schmitt-Hoffmann et al., 2006a; Schmitt-Hoffmann et al., 2006b).
Posaconazol ademas, es el azol de mas amplio espectro licenciado hasta la fecha y aunque
no se dispone de formulacidn intravenosa, los estudios tanto en animales como en humanos
demuestran seguridad y eficacia comparables a las del fluconazol. Otros autores
confirmaron su utilidad en el tratamiento de agentes causales de infecciones sistémicas
graves como Candida spp., C. neoformans, Aspergillus spp., Fusarium solani, Blastomyces
dermatitidis y Coccidioides immitis lo cual acentla su valor (Herbrecht et al., 2005;
Ullmann et al., 2006).

Aungue tanto el voriconazol como el posaconazol mostraron una potente actividad
antifungica in vitro frente a los aislamientos cubanos, isavuconazol exhibio los niveles mas
bajos de CIM. Este profarmaco, precursor de triazol soluble en agua, se encuentra
disponible para la administracion oral e intravenosa (Odds et al., 2006; Schmitt-Hoffmann
et al., 2006a; Schmitt-Hoffmann et al., 2006b). Trabajos similares, reflejan su amplio
espectro frente a los principales hongos patogenos (Odds et al., 2006; Seifert et al., 2007)
pero el presente estudio constituye la primera evaluacion de su accion frente a
Cryptococcus. Los resultados indican que este antifingico es el mas efectivo en términos

de actividad in vitro en comparacion con los restantes empleados, 1o que lo convierte en
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una opcion atractiva que pudiera adicionarse al arsenal terapéutico para el manejo de la

meningitis criptococdsica.

Con el objetivo de facilitar la consistencia de los resultados inter-laboratorios, el CLSI
desarrolld y publicé las guias para las pruebas de susceptibilidad a los antifdngicos
mediante el método de microdilucién en medio liquido, el cual constituye la técnica de
referencia recomendada hasta la fecha (CLSI, 2008a). Debido a que la misma resulta
altamente laboriosa y prolongada, se han desarrollado otros métodos alternativos en los
ultimos afios. En este sentido, estudios previos sugirieren que la prueba de Etest y de
difusion en disco pudieran ser una opcion Gtil por su fécil realizacion y no requerir soporte

tecnoldgico adicional (Thompson et al., 2008; Thompson et al., 2009).

1V.4.2. Determinacion de los patrones de susceptibilidad in vitro mediante los métodos
de difusion en agar Etest y disco para fluconazol y su correlacion con los resultados

obtenidos por microdilucién en medio liquido

En la figura 8 se muestran los valores acumulativos de CIM de fluconazol obtenidos
mediante los métodos de difusion en agar (Etest y disco) en comparacion con el de
referencia (microdilucion en medio liquido). El anélisis de los datos demostré que la

diferencia existente entre ambos fue estadisticamente significativa para p < 0,05.

De forma general, se encontr6 que los valores de CIMs, y la media geométrica expresados
tanto por los aislamientos de origen clinico como ambiental, fueron muy similares por los
tres métodos. Sin embargo, la CIMgy alcanzada mediante Etest, exibié un valor hasta ocho
veces superior al encontrado por el método de referencia para los de procedencia ambiental
y hasta seis para los de origen clinico. Este mismo hecho puede constatarse al comparar los
valores de CIMgg entre los aislamientos obtenidos de pacientes con y sin sida, siendo mas

elevados (hasta ocho veces) en estos Gltimos (tabla 10).
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Figura 8. Distribucién de los valores acumulativos de CIM de fluconazol obtenidos por

microdilucion en medio liquido, Etest y disco. Las columnas con trama corresponden a la
ClIMs alcanzada con cada método.

Tabla 10. Resultados de CIM (ug/mL) frente al fluconazol mediante microdilucion en medio liquido,
Etest y difusion en disco de los aislamientos cubanos de C. neoformans var. grubii.

Microdilucion Etest Disco (25 ug)
Ambientales Clinicas Ambientales Clinicas Ambientales Clinicas
VIH+ VIH- VIH+  VIH- VIH+ VIH-

ClIMs 2 2 2 2 4 4 3 2,4 2,4
ClMgo 4 4 4 24 24 32 11 11 17
Rango 0,25-64 0,25-8 0,25-8 | 0,016-64 0,5-128 2-32 0,25-165 0,25-47 0,24-47

MG 2 2 2 4 2 4 2 3 2,4
Moda 2 2 2 4 2 4 8 3 2

CIM 50y CIMgo: Concentracion minima del antifungico capaz de inhibir al 50 y 90 % de la cepa en comparacién
con el control de crecimiento respectivamente

MG: Media geométrica
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El amplio uso del fluconazol, especialmente en los individuos VIH positivos, pudiera
generar una presion selectiva en el surgimiento de hongos menos sensibles a este antifangico.
Esto ha motivado gran preocupacion por conocer la susceptibilidad in vitro de C. neoformans
frente a este azol (Aller et al., 2004; Sarl et al., 2004; Larsen et al., 2005, Cuenca-Estrella,
2010). Sin embargo, la comparacién de los valores de CIM por diferentes métodos resulta
complicado debido a las diferencias entre los mismos en cuanto a las condiciones
recomendadas por cada fabricante (indculo, medio de cultivo, temperatura, tiempo y
condiciones de aireacién durante la incubacién, carga de antifingico empleada y puntos de
corte) (Moraes et al., 2002; Dannaoui et al., 2010).

El Etest parece ser preciso en la determinacion de la CIM en numerosos microorganismos,
incluyendo bacterias exigentes y algunos agentes fungicos como Candida, al reportarse
niveles de concordancia entre 70-90 % con relacion a la microdilucion en medio liquido
(Favel et al., 2000). No obstante, estos resultados son muy variables en dependencia del
agente infeccioso y el antimicrobiano evaluado. Dannaoui et al., al estudiar la susceptibilidad
in vitro de C. neoformans, reportaron una correspondencia inferior al 40 % frente a la
5-fluorocitosina y al 60 % para el itraconazol con relacion al método de referencia.
(Dannaoui et al., 2010). Un trabajo similar realizado por Moraes et al., al comparar la CIM
cuatro antifangicos incluyendo el fluconazol, frente a aislamientos de ambas especies del
complejo C. neoformans tanto de origen clinico como ambiental, mostr6 diferencias
significativas entre los dos métodos empleados independientemente del origen del hongo
(Moraes et al., 2002).

La experiencia en la interpretacion de las zonas de inhibicion resulta un aspecto critico en
la determinacion de la CIM frente al fluconazol y otros azoles independientemente del
método de difusion en agar utilizado (Vandenbossche et al., 2002). No obstante, a pesar de
su elevado costo, el Etest se recomienda para la determinacion de la CIM durante la rutina
de los laboratorios con alta carga de trabajo, en tanto que el empleo de discos es mas
sencillo y econdmico y la lectura automatizada con el auxilio del Biomic resulta de gran
ayuda en la interpretacion de los resultados. Para los laboratorios de mas bajos recursos, la
factibilidad de este se ve favorecida por el desarrollo de curvas de correlacion pre-
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establecidas entre los didmetros de inhibicion y los valores de CIM (Espinel-Ingroff, 2006;
Espinel-Ingroff et al., 2007).

Aunque los valores de suscpetibilidad obtenidos tanto por el Etest como por disco
mostraron diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) con relacion al método de
referencia, pensamos que los métodos de difusidn son una alternativa de gran utilidad al no

detectarse errores correspondientes a la maxima categoria (tabla 11).

Tabla 11. Evaluacion de la concordancia entre los métodos de difusion en agar con
relacion al de referencia (microdilucion en medio liquido) teniendo en cuenta los
criterios interpretativos adoptados.

No. de aislamientos segln . .
N ; Errores de concordancia con relacion al
los criterios interpretativos . -
. método de referencia (%)
Método asumidos
S SDD R . Muy Importantes Menores
importantes

Microdilucion 161 0 1
Etest 132 27 3 0 0,8 0,8
Disco 147 12 3 0 0,9 0,8

Los trabajos precedentes publicados, si bien muestran datos muy similares a los obtenidos
en el presente estudio, el numero de aislamientos de C. neoformans evaluados no sobrepasa
los 20 (VVandenbossche et al., 2002; Espinel-Ingroff, 2006; Espinel-Ingroff et al., 2007) por

lo que estos resultados pudieran constituir un importante soporte para analisis posteriores.

El elevado consumo de tiempo y la mayor laboriosidad generados durante el desarrollo de
la microdilucion en medio liquido, hacen de esta una técnica poco factible para los
laboratorios de diagndstico con elevada carga de trabajo. Sumado a esto, las discrepancias
encontradas entre los métodos evaluados y el de referencia, no afectan la deteccién de
aislamientos resistentes por los primeros. Estos hechos justifican el empleo de los métodos
de difusion en agar durante la rutina de los laboratorios en la vigilancia de la aparicion de
C. neoformans resistentes al fluconazol. No obstante, la confirmacion de estos casos se
debe realizar mediante el método de microdilucion en medio liquido en laboratorios de
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referencia. Asi mismo, una vez normalizados los puntos de corte para esta levadura segun

el método empleado, dichas discrepancias pudieran reducirse al minimo.

Los datos brindados en este trabajo proveen una nueva base para la comparacion de los
perfiles de susceptibilidad de C. neoformans segun las condiciones de ensayo conforme a
las normas del CLSI, asi como con los métodos alternativos de difusion en agar estudiados

y pudieran servir como punto de referencia para otros estudios similares.
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DiscusiON GENERAL

Actualmente el género Cryptococcus incluye alrededor de un centenar de especies; no
obstante, el complejo C. neoformans es el mas asociado a enfermedades en humanos
(Fonseca et al., 2011). El conocimiento cada vez mas profundo de estas levaduras ha
permitido distinguir la presencia de dos especies que comprenden cinco serotipos Yy
diversos grupos genéticos (Bovers et al., 2008a; Bovers et al., 2008b). Estos aspectos,
aunque bésicos, son de vital importancia para la comprension de la enfermedad desde todos

los puntos de vista y permiten a su vez, un mejor manejo de la misma.

La historia natural de la infeccion por las especies del complejo C. neoformans se encuentra
bien documentada. A pesar de existir reportes ocasionales de casos de hasta 22 afios de
evolucion, la misma conduce inexorablemente a la muerte cuando no se administra el
tratamiento adecuado de forma oportuna. Aun asi, una vez iniciados los sintomas, el 86 %
de los pacientes con meningitis criptococésica muere durante el primer afio y el 70 % en los
primeros tres meses (Casadevall y Perfect, 1998; Friedman et al., 2005). Estas cifras
alarmantes sobre el pronéstico pobre de la enfermedad, se agravan ain mas al conocer que el
estimado anual de su incidencia supera el millén de casos (Park et al., 2009). Estos
antecedentes y la relativa carencia de estudios béasicos sobre esta levadura en Cuba,

motivaron la realizacién de este trabajo.

Hasta el momento, los intentos de caracterizacion de los aislamientos cubanos de
Cryptococcus tanto procedentes de muestras clinicas como ambientales, se encontraban
restringidos a los estudios convencionales y la tipificacion seroldgica mediante el juego

comercial Crypto Check latron para un nimero limitado de especimenes. El intercambio
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con el CBS y el CWZ permiti6 dar un paso de avance en este sentido. De esta forma se
logré i) la re-identificacion de todos los especimenes autdctonos de este género aislados en
el LMIPK, los cuales pertenecen la coleccion de hongos del laboratorio, ii) la
determinacion del tipo de apareamiento mediante métodos moleculares de todos los
aislamientos pertenecientes al complejo C. neoformans, iii) la determinacion de los
patrones genotipicos mediante técnicas de alta resolucion y iv) conocer la susceptibilidad a
los antifingicos empleados en la primera linea de tratamiento asi como a otros azoles de
mAas reciente generacion. Estos criterios se emplearon para el analisis comparativo entre los
aislamientos segin su origen (de procedencia clinica versus los obtenidos a partir de
muestras ambientales) y entre aquellos de pacientes con cuadros de neurocriptococosis
recurrente. De forma adicional, se evaluaron dos métodos de difusion en agar (Etest y
discos) para la determinacion de la susceptibilidad al fluconazol; con este objetivo se
tomaron como referencia los valores de CIM obtenidos mediante microdilucién en medio

liquido.

La re-identificacion mediante AFLP y secuenciacion de los fragmentos ITS1/5.8S/ITS2 y
D1-D2 de aquellos aislamientos pertenecientes a la coleccion de hongos del LMIPK
(obtenidos a partir de muestras clinicas humanas y excretas de palomas) permitié
confirmar el predominio de C. neoformans var. grubii en Cuba. Hasta el momento el
Unico reporte de C. gattii en este pais es el proveniente de un guepardo, el cual
probablemente era portador de una infeccion latente adquirida en Sudafrica, lugar desde
donde fue importado el animal (Polo et al., 2010; IlInait et al., 2011b). Esta especie de
levadura suele afectar con mayor frecuencia a individuos inmunocompetentes, por lo
general requiere tratamientos méas prolongados, se asocia a una pobre respuesta terapéutica
asi como al desarrollo de complicaciones neuroldgicas y a elevada mortalidad (Kozubowski
y Heitman, 2011; Kwon-Chung et al., 2011; Marr et al., 2011). En torno a esta especie, cada
vez existe un mayor nimero de evidencias que apuntan hacia la relacion existente entre el
desarrollo de la infeccion y la visita a areas donde se reporta mayor incidencia de esta
micosis (Garcia-Hermoso et al., 1999; Hagen et al., 2010b). Teniendo en cuenta estos

hechos, el conocimiento aportado por el presente estudio es de importancia ya que permite
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predecir el cuadro clinico-epidemiolégico asi como la posible respuesta al tratamiento de la
criptococosis en Cuba.

Por primera vez que se determind el tipo de apareamiento de los aislamientos cubanos de
C. neoformans var. grubii. Los datos aportados demuestran que el 100 % de los mismos
pertenecen al MATa, lo que constituye una evidencia més de su alta prevalencia a nivel
mundial independientemente del tipo de muestra. Es bien conocido que los especimenes
pertenecientes al complejo C. neoformans pueden existir tanto en fase levaduriforme como
filamentosa y que la micosis que producen suele estar precedida por la inhalacion de
particulas infecciosas. A pesar de esto, no suelen considerarse entre los hongos patdégenos
humanos dimdrficos debido a que el hallazgo de hifas en los tejidos es muy infrecuente y
las mismas no se consideran esenciales para la virulencia; adicionalmente, aln no queda
claro porqué estan constituidas dichas particulas infecciosas: levaduras desecadas o
basidiosporas producto de la reproduccién sexual, ya sean entre hifas de MAT opuesto o del
mismo tipo. No obstante, el analisis del tipo de apareamiento en estos microorganismos,
resulta relevante ya que se ha demostrado que las células MATa, ademas de encontrarse en
mayor proporcion tanto en muestras clinicas como ambientales, se asocian a mayor
virulencia y tendencia a la diseminacion al SNC. Los andlisis moleculares indican que los
genes involucrados en la reproduccion sexual del complejo C. neoformans se encuentran
estrechamente relacionados con aquellos que codifican para los marcadores de virulencia
(polisacérido capsular, sintesis de melanina, termotolerancia, etc) y que esta relacion es méas
estrecha en las levaduras con este tipo de apareamiento (Litvintseva y Mitchell, 2009;
Metin et al., 2010; del Poeta y Casadevall, 2011). De estos analisis se desprende la

importancia practica de estos conocimentos.

Los resultados encontrados hasta aqui presentan correspondencia con la literatura
internacional mas actualizada y sentaron las bases para los estudios posteriores de

caracterizacion mediante técnicas moleculares de mayor resolucion.

Entre las tecnologias estandarizadas mas empleadas en este sentido se encuentra el AFLP,
el cual se implemento6 segun la metodologia previamente descrita (Boekhout et al., 2001;
Meyer et al., 2009) para la caracterizacion inicial de los aislamientos y como referencia en

la evaluacién de un juego de marcadores microsatélites seleccionados a partir de la
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secuencia nucleotidica de la cepa tipo H99. De los andlisis realizados se puede inferir la
existencia de fuentes alternativas de infeccién diferentes de las excretas de palomas y que el
empleo de los marcadores seleccionados para la tipificacion por STR presenta un alto poder
discriminatorio. Esta Gltima, como técnica de caracterizacion genética, mostré a su vez
varias ventajas adicionales al brindar una genotipificacion relativamente econdmica, en
corto tiempo, cuyos resultados, al ser expresados numéricamente son mas faciles de
interpretar y comparar, al tiempo que por ser mas compactos, facilitan su almacenamiento
en dispositivos electrénicos intercambiables (de Valk et al., 2009; Klaassen, 2009).
Actualmente se disponen de tecnologias altamente resolutivas como el MLST, propuesta
como uno de los métodos de referencia en la caracterizacion genotipica de las levaduras del
complejo C. neoformans. No obstante, la complejidad de su ejecucion, la cual requiere la

secuenciacion de al menos siete loci, la hacen poco factible (Meyer et al., 2009).

La interrogante sobre la presencia o no de diversidad genética entre los aislamientos
cubanos del complejo C. neoformans, la cual dio lugar al planteamiento de la hipétesis de
este trabajo, quedd demostrada para el grupo de aislamientos clinicos (distribuidos en
mayor o menor proporcion entre 19 de los 20 genogrupos obtenidos mediante la
tipificacion con STR). Sin embargo, este aspecto de la hipotesis queda refutado en relacién
a los especimenes obtenidos a partir de excretas de palomas debido a su escasa variabilidad
genética (el 80 % de los mismos se congregd en dos de los 20 genogrupos). Hasta el
momento no existen muchos estudios publicados relacionados con este tema y en general
los consultados demuestran una relacion estrecha entre los genotipos clinicos y ambientales
(Boekhout et al., 2001; Trilles et al., 2003). No obstante, trabajos publicados recientemente,
incluso con posterioridad a la obtencion de estos resultados, constituyen una evidencia mas

sobre la veracidad de los mismos (Zhu et al., 2010).

Para dar continuidad a los estudios sobre posibles fuentes de infeccion de criptococosis
humana en Cuba y sabiendo del reporte de su agente causal asociado a las plantas y sus
detritos, se inicidé su busqueda a partir de estos nichos ecologicos. Con este objetivo se
estudiaron 662 hisopados de cavidades o ranuras profundas obtenidas de 331 ejemplares
adultos de plantas que se encontraban en areas publicas de zonas urbanas. A pesar de

que los reportes revisados sugieren que la presencia del complejo C. neoformans no se
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encuentra restringido a determinadas plantas, la inclusién de algunas especies
(almendros, Ficus spp. y especies de cactaceas) obedecidé fundamentalmente a reportes
previos de la presencia estas levaduras en las mismas (Randhawa et al., 2006; Hiremath
et al., 2008; Randhawa et al., 2008). Los métodos convencionales empleados
permitieron la seleccion de 196 aislamientos con caracteristicas compatibles con las de
dicho complejo, especialmente con la especie C. neoformans (62,75 %). No obstante,
los patrones genotipicos obtenidos mediante AFLP y la posterior secuenciacion de las
regiones 1TS1/5.8S/ITS2 y D1-D2 permiti6 demostrar que solo uno correspondié con
C. neoformans var. grubii. En este estudio los resultados de los esfuerzos por lograr el
aislamiento de estas levaduras demostrd su baja prevalencia a partir de las fuentes
muestreadas, lo que permite sugerir en este caso que i) los métodos convencionales no son
suficientemente confiables y que estos necesitan el respaldo de herramientas moleculares,
especialmente cuando se trata de la identificacion del complejo C. neoformans a partir de
fuentes naturales, ii) la especie de levadura méas representada en las muestras estudiadas es
C. heveanensis, iii) la especie de arbol mas asociada a este género en Cuba es el almendro y
iv) que se deben continuar los estudios en otras zonas geograficas del pais e incluir mayor
diversidad y namero de especies de arboles ya que en la medida que se logren determinar
los posibles nichos ecoldgicos de estas levaduras, se podran desarrollar medidas de

proteccion que permitan evitar la infeccion humana por las mismas (Restrepo et al., 2000).

Mediante el empleo de la tipificacion con STR, se caracterizaron aquellos aislamientos
seriados obtenidos de pacientes con criptococosis recurrente. Con el objetivo de obtener
una vision integral de este proceso, se determin0 la susceptibilidad in vitro frente a los
antifangicos empleados en la primera linea de tratamiento de esta micosis. Al igual que en
el estudio anterior, los resultados fueron significativos y novedosos al revelar que mas del
70 % de los pacientes se encontraban infectados por genotipos diferentes y que si bien
existe una tendencia hacia el incremento de las CIM de los agentes empleados en el
tratamiento, ninguno de los especimenes mostrd resistencia. Estos hallazgos permiten de
una parte, confirmar la amplia variabilidad genética existente entre los aislamientos clinicos
cubanos y de otra, plantear una nueva hipétesis sobre el posible mecanismo de recurrencia

de esta micosis basado en la infeccion con mdaltiples genotipos. Segln sugieren los
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resultados de este estudio, esta posibilidad pudiera estar dada por la adquisicion de varios
genotipos al mismo tiempo, ya sea desde el inicio de la infeccion o en el transcurso de la
misma. Estudios previos demuestran la obicuidad de las especies del complejo
C. neoformans las cuales pueden coexistir en un mismo nicho ecoldgico lo que favorece la
infeccion simultanea por diferentes tipos (Lazera et al., 2000; Mandal et al., 2005; Kidd et
al., 2007). Otra via que pudiera explicar este mecanismo es el proceso de microevolucion
microbiana; en este sentido, actualmente se conoce que los microorganismos capaces de
sobrevivir en diferentes ambientes deben modular constantemente sus mecanismos de
adaptacion y que en las poblaciones clonales, dicha adaptacion puede generar diversidad.
Los hospedadores constituyen importantes microambientes para los hongos patdgenos
como las levaduras del complejo C. neoformans y en este contexto se pudieran generar
cambios que le permitirian evadir la respuesta inflamatoria. A su vez, estos agentes son
capaces de generar una respuesta inmune alterada, lo cual se ha asociado a afectacién de la
respuesta a la terapia antifingica. Todos estos aspectos en su conjunto pueden promover la
seleccion de determinadas variantes lo que favorece la infeccion cronica o recurrente
(Jain y Fries, 2008).

Por la importancia actual que encierra el fendmeno de la resistencia a los antimicrobianos,
se incluyo en los estudios de caracterizacion los perfiles de susceptibilidad a siete agentes
antifungicos. A pesar de la carencia de puntos de corte establecidos para el complejo
C. neoformans, los resultados mediante el método de microdilucién en medio liquido,
método de referencia actual, permiten concluir que los aislamientos de procedencia clinica,
especialmente de pacientes con sida, presentan valores de CIM menores en comparacion
con los restantes incluidos en el estudio y que dado todas las ventajas farmacocinéticas,
sumado a la elevada susceptibilidad mostrada frente al isavuconazol, este pudiera

convertirse en una opcion terapéutica excelente para el tratamiento de la criptococosis.

Estos resultados permiten refutar la hipotesis planteada en este trabajo en cuanto a la
resistencia a los antifingicos para el grupo de aislamientos obtenidos a partir de muestras
clinicas. No obstante, el hallazgo de dos especimenes de procedencia ambiental resistentes
al fluconazol y la evidencia de valores de CIM més elevados de manera general en

comparacion con los de origen clinico, hacen aceptar el planteamiento para el grupo de
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aislamientos ambientales. Se debe reconocer sin embargo, que estas afirmaciones pudieran
estar sesgadas por la carencia de puntos de cortes especificos para el complejo
C. neoformans.

Durante las ultimas décadas se ha demostrado una mayor incidencia de las infecciones
fangicas, lo que ha favorecido el uso cada vez mas frecuente de antimicdticos sistémicos,
especialmente el fluconazol (Cuenca-Estrella, 2010). Paralelamente, se ha incrementado el
empleo de azoles de uso agricola para el control de plagas (Serfling et al., 2007). Esto ha
estimulado el desarollo de aislamientos con susceptibilidad disminuida o resistentes a este
azol (Vandenbossche et al., 2002) y que se haga cada vez mas evidente el fendmeno de
resistencia cruzada entre los miembros de esta familia de antifungicos (Kanafi y Perfect,
2008). Actualmente se han puesto al descubierto al menos cuatro mecanismos moleculares
que traen como consecuencia la resistencia adquirida frente a los azoles: i) la disminucion
de la concentracion intracelular del antifingico mediante bombas de explusion activa que
acttian de forma selectiva frente al fluconazol (codifcadas por MDR) o de forma indistinta
para cualquiera de los azoles (codificada por CDR); ii) la alteracion estructural de la diana
sobre la que actuan estas drogas asi como iii) la sobre expresion de la misma (ambas
codificadas por ERG11) y iv) el desarrollo de vias alternas de produccion de esteroles
(codificada por ERG3) (Cuenca-Estrella, 2010). Adicionalmente, también se conoce que
algunos aislamientos pueden portar heterorresitencia, especialemte frente al fluconazol;
mecanismo mediante el cual determinadas subpoblaciones de células dentro de una misma
colonia se diferencian por una mayor tolerancia a concentraciones mas altas del
antifangico. Este fendmeno no depende de la exposicion previa a los antifingicos y ha sido
descrito en ambas especies del complejo C. neoformans (Sionov et al., 2009; Varma y
Kwon-Chung, 2010).

Estos antecedentes, sumados a la complejidad intrinseca del método recomendado por el
CLSI para la determinacion de la susceptibilidad in vitro, han motivado el desarrollo de
otros alternativos como los de difusion en agar. Los resultados de la evaluacion de las tiras
de Etest y los disco con vistas a determinar la CIM del fluconazol, mostraron diferencias
significativas (p < 0,05) con los obtenidos por microdilucién en medio liquido. Sin
embargo, dada las ventajas de los primeros en cuanto a su facil y rapida ejecucion y que las

discordancias entre los mismos no clasificaron como muy importantes, hacen a estos
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métodos cada vez mas atractivos con vistas a la vigilancia de la resistencia en los
laboratorios de asistencia médica. La determinacion de valores de corte para C. neoformans
especificos segun el método empleado, pudiera incrementar ain mas el valor de estas
pruebas. No obstante, ante la carencia de los mismos, la re-evaluacion de los aislamientos
con CIM > 16 ug/mL en laboratorios de referencia mediante microdilucion en medio

liquido parece ser una opcidn conveniente.

Desde que se diagnosticaron los primeros casos de criptococosis asociados al sida en Cuba,
en el LMIPK se iniciaron los estudios en torno a esta micosis. De forma general, los
resultados expuestos y discutidos en este trabajo han permitido enriquecer y consolidar los
conocimientos ya existentes sobre esta micosis y su agente causal, mejorar el servicio tanto
de diagnéstico como de referencia dando respuesta a la problematica de salud en el pais y
brindar soporte para el enfrentamiento de otras situaciones relacionadas con esta u otras
enfermedades micoéticas, aspectos que repercuten directamente en el sistema de salud
cubano. Asi mismo, estos resultados pudieran tener implicaciones mas alla de las fronteras
de Cuba, por lo que sientan pautas para futuros estudios comparativos de perfiles genéticos

y de susceptibilidad antimicrobiana.

El avance cada vez mas rapido de la tecnologia y su aplicacion a la ciencia hace vislumbrar

hallazgos impensados en torno a este gigante que ha despertado.
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V. CONCLUSIONES

Se demostrd por primera vez en Cuba el predominio de C. neoformans var. grubii

serotipo A con tipo de apareamiento o tanto en muestras clinicas como ambientales.

Los aislamientos clinicos y ambientales estudiados mostraron diferencias evidentes en
cuanto su variabilidad genética, lo que sugiere la presencia de nichos ecoldgicos de

infeccion humana adicionales a los analizados en este trabajo.

El panel de marcadores seleccionados mostré un alto poder discriminatorio y la
tipificacion con el STR, como técnica de caracterizacion genética reveld su superioridad
con relacion al AFLP para los estudios de epidemiologia molecular de C. neoformans

var. grubii.

El estudio de aislamientos clinicos consecutivos de C. neoformans var. grubii apunta
hacia la co-infeccion con diferentes genotipos como uno de los mecanismos patogénicos

de la criptococosis recurrente.

La determinaciéon de la CIM de los antifungicos de primera linea demostr6 que la
resistencia no constituye un problema entre los aislamientos clinicos cubanos de
C. neoformans var. grubii estudiados y que los azoles de mas reciente generacion,
especialmente isavuconazol, pudieran ser una alternativa terapeutica eficaz en el

tratamiento de la criptococosis.
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V1. RECOMENDACIONES

Mantener la vigilancia sobre el surgimiento de cepas resistentes frente a los antiflngicos
de primera linea en el tratamiento anti-criptococdsico. En este sentido la evaluacion de
los métodos de difusion en agar avalan su empleo en los laboratorios de asistencia

médica para la pesquisa de la resistencia al fluconazol en C. neoformans var. grubii.

Llevar a cabo estudios de patogenicidad que permitan corroborar los resultados

obtenidos de la tipificacion molecular mediante el STR.

Ampliar los estudios ambientales con vistas a determinar la presencia de otros nichos

ecoldgicos como posibles fuentes de infeccion por C. neoformans en Cuba.

Realizar los estudios fisiologicos necesarios para la completa identificacion de las

nuevas especies aisladas a partir de material vegetal y estudiar su potencial patogénico.
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Férum de Ciencia y Técnica 2011. Nivel de base, Municipal y Destacado Provincial.

TESIS

“Identificacion de levaduras del complejo Cryptococcus neoformans en diferentes especies
de arboles en la Ciudad de La Habana” (Tesis de Diploma Facultad de Biologia,
Universidad de La Habana; 2009) -Tutora

PrRoOYECTO RAMAL MINSAP

“Aislamiento y caracterizacion de Cryptococcus a partir de fuentes naturales” (Autora
principal) 2006 -2011.
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EVENTOS
Ha presentado méas de 120 trabajos como autora y coautora en mas de 50 eventos

nacionales e internacionales.
A continuacion se relacionan los trabajos mas relevantes presentados en los ultimos cinco
afnos:

X Congreso Argentino de Micologia (Buenos Aires; 2005)
“Estudio de cepas de Candida albicans por métodos genotipicos y genotipicos”. Co-autora

3rd Trends in Medical Mycology (Torino; 2007)
“First report of Cryptococcus gattii environmental isolates in Cuba”. Autora

Scientific meeting of the Netherlands Society for Medical Mycology (Maastricht; 2008)
“Dermafinder: a new approach for fast and sensitive detection of dermatophyte skin
infection”. Co-autora

4th Trends in Medical Mycology (Atenas; 2009)
“Evaluation of the antimycotic effect of Petiveria alliacea L”. Autora

“In vitro activities of eight antifungal drugs against 307 Cryptococcus gattii isolates” Co-
autora

Medical Microbiology (Papendal; 2010).
“In vitro activities of eight antifungal drugs against 350 Cryptococcus gattii isolates
classified by AFLP” Co-autora

XV International Congress of National Center of Scientific Research (La Habana; 2010)
“Comparative study of measure visual and spectophotometer lectures in an in vitro
antifungal susceptibility testing in Candida isolates from HIV-infected patients” Co-autora

“Environmental Hisoplasma capsulatum isolation in Cuba. Risks and prevention of
histiplasmosis” Co-autora

“Identification of Histoplasma capsulatum from culture extraction by PCR” Co-autora



Produccion Cientifica del Autor
131

XX National Congress of Human and Animal Mycology. Italian Federation (FIMUA) /
I1 Workshop European Confederation of Medical Mycology (Milano; 2010)
“Characterization of a Cryptococcus gattii isolate from Acinonyxjubatus (cheetah) at the
national zoo, Havana, Cuba” Autora

7mo Congreso de Inmunologia (La Habana; 2011)
“Perfil de citoquinas en células mononucleares humanas de sangre periférica estimuladas
por cepas de Crypococcus neoformans clinicas y ambientales” Autora
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“Antifungal effects of a hydroalcoholic extract of Petiveria alliacea L on clinical Candida
spp.” (Autora)
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“Diagnostico de laboratorio de las micosis” (Trabajo para Optar por el Grado de Técnico en
Quimica Industrial; 1998) -Tutora

Autor: Zuleyma Caballero Martinez

“Estudio de las variedades de Cryptococcus neoformans en Cuba. Correlacion de la
produccion de fenoloxidasa con la patogenicidad en un modelo animal” (Trabajo de
Diploma de la Facultad de Biologia. Especialidad en Microbiologia; 1998) -Tutora

Autor: Iliana Valdés Hernandez

“Obtencion de antisueros especificos para la serotipificacion de cepas ambientales de
Cryptococcus neoformans aisladas en Ciudad de La Habana” (Trabajo de Diploma de la
Facultad de Biologia. Especialidad en Microbiologia, UH; 1999) -Tutora

Autor: Yoel Miranda Toirac
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“Efecto del anticuerpo monoclonal 4B3 en la infeccion experimental por Cryptococcus
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“Desarrollo de un sistema de diagndstico rapido para la criptococosis” (Trabajo de Diploma
Facultad de Biologia de La Universidad de La Habana; 2004) -Tutora
Autora: Yeised de La Fe.

"Susceptibilidad a itraconazol y ketoconazol de aislamientos orales de Candida en
pacientes con sida" (Trabajo de Diploma Facultad de Biologia de La Universidad de La
Habana; 2005) -Tutora

Autor: Luis Enrique Jerez Puebla

"Susceptibilidad in vitro a nistatina de aislamientos bucales de Candida en pacientes
seropositivos al VIH y pacientes con SIDA" (Trabajo de Diploma de La Universidad de La
Habana, 2006) -Tutora

Autor: Luis A. Diaz Suarez

“Susceptibilidad in vitro frente a tres azoles en aislamientos de Candida de pacientes infectados
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Autor: Lic. Luis Enrique Jerez Puebla

“Estado actual y sistematizacion de la conservacion de cultivos en la Micoteca del IPK.
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“Efecto antifungico de un extracto de Petiveria alliacea L en aislamientos clinicos de
Candida spp.” (Trabajo de Terminacion de Residencia; 2012) -Tutora
Autor: Dra. Rosario Esperanza Velar Martinez
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OTROS PREMIOS Y RECONOCIMIENTOS

La micoteca del IPK. Un valioso aporte al desarrollo de la micologia medica. Fernandez
CM, Martinez GF, Perurena MR, lllnait MT, Vilaseca JC. Resultado Relevante
Institucional (1998).

Determinacion de la sensibilidad de levaduras de importancia médica. Fernandez CM,
Gonzélez M, Martinez GF, Sanchez A, Pimentel T, Ilinait MT, Bernal M. Resultado
Relevante Institucional (1999).

Un Nuevo método de extraccion de ADN de Candida albicans utilizando la resina
Chelex 100. Bernal M. Martinez GF, lllnait MT, Gonzéalez M. Resultado Relevante
Institucional (1999).

Contribucién al conocimiento de la Histoplasmosis en Cuba. Ferndndez CM, Martinez
GF, llnait MT, Mendoza D, Fernandez R, Cruz de Paz R. Resultado Relevante
Institucional (1999).

Desarrollo de una herramienta Gtil para la deteccion y cuantificacién de antigeno de
Cryptococcus neoformans en muestras clinicas. Illnait MT, Martinez GF, Vilaseca JC,
Fernandez CM, Perurena MR, Mendoza D. Resultado Relevante Institucional (2000).

Microbiologia y Parasitologia Médica. Llop A, Valdés M, Zuaso J y colectivo de
autores. Premio de la Critica Cientifico-Técnica (2001); Trabajo Relevante en el XIV
Forum de Ciencia y Técnica. Premio Anual de Salud en categoria de “Libro” (2002).

Criptococcosis in Cuba. Estudio integral. Martinez GF, lllnait MT, Ferndndez CM,
Valdés IC, Perurena MR, Mendoza D, Llop A, Pérez J, Rodriguez F, Millan JC, Brito
M, Ferndndez M, Rabelo Y, Escobar R, Asin O, Gato R, Torafio G, Miranda Y, de la Fé
Yl

Polo JL. Resultado Relevante Institucional (2004), Logro de la Academia de Ciencias de
Cuba (2004), Ponencia Destacada, XXV Edicion Forum de Ciencia y Técnica (2007).

Retos y perspectivas de la Microbiologia. N Cantelar, GF Martinez, MF Peérez, D
Dominguez, A Valdivia, MT Illnait, D Ginorio, M Rodriguez, MI Chao, B Cantelar.
Resultado Relevante Institucional (2004)

Coleccion y mantenimiento de microorganismos en el cultivo de los citricos. RI.
Cabrera,

GF Martinez, MT llInait, IC Valdés, CM. Fernandez. Premio Organismo MINAGRI
(2004)

Medallas 60 y 70 Aniversario del IPK (1999 y 2010 respectivamente)
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Anexo 1. Principales caracteristicas de las especies pertenecientes al complejo
C. neoformans (Casadevall y Perfect, 1998, Perfect, 2006; de Hoog et al., 2009).

Caracteristicas C. neoformans® C. gattii

Teleomorfo Filobasidiella neoformans Filobasidiella bacillispora
var var.

Variedades (serotipos) grubii neoformans ser. B ser.CyD
(A) (D)

Reaccién con los antisueros @ 1,2,3y7 1,2,3y8 1,2,4y5 1,4y6

Produccién de filamentacion

durante el apareamiento® si si si
Produccion de filamentos de .

forma espontanea®® no St no
Produccion de pseudohifas® Si Si no
No. promedio de cromosomas 12,1 12,8 13

Climas tropical y subtropical
Norte de (Australia, Africa meridional,
Distribucion geografica Mundial Centroamérica, California,).
Europa .
Costa occidental de
Norteamérica
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Anexo 1. Principales
C. neoformans (Continuacion).

caracteristicas de las

especies

pertenecientes al complejo

Caracteristicas

C. neoformans®

C. gattii

Grupos genéticos obtenidos
mediante RFLP

Grupos genéticos obtenidos
mediante AFLP

Principales reservorio
Presencia de capsula
Asimilacion de inositol
Produccion de fenoloxidasa
Produccién de ureasa
Inhibicion de ureasa por EDTA
Asimilacion de D-prolina
Asimilacién de malato
Asimilacién de nitratos
Asimilacion de creatinina

Inhibicién de la creatinina
desaminasa por NHs

Susceptibilidad a la
cicloheximida 0,1 %

Susceptibilidad a la
L-canavanina

Asimilacién de glicina

VNI/VNII/ VNIV
VNIII (hibrido AD)
1/1A/1B >
3 (hibrido AD)
Excretas de aves y suelos ©
Si
si
Si
Si
Si
no
no

no

Si

Si

Si

Si

10-20 %

VGINGIINVGIHIIVGIV

4/5/6/7

Detritos vegetales
Si
Si
Si
Si
no
Si
Si
Si

Si

no

no

no

100 %
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Anexo 1. Principales caracteristicas de las especies pertenecientes al complejo
C. neoformans (Continuacion).

Caracteristicas C. neoformans® C. gattii

Crecimiento a 37 °C Si Débil

Exposicion a fuentes

Factores de riesgo asociados Inmunosupresién ambientales, habito de fumar,
antecedentes de cancer, etc

Principales manifestaciones
clinicas asociadas:

Compromiso pulmonar 25 - 50 % 50 — 75 %
Criptococcemia 25— 50 % 0-25%
Compromiso neuroldgico 0-25% 25 _ 50 %
Secuelas neuroldgicas 0-25% 25 _ 50 %

Compromiso de otros 6rganos  Piel, ojo, tracto genitourinario  Piel, ojo, tracto genitourinario
Mortalidad 25— 50 % 50 — 75 %

(1) Ademas incluye es serotipo AD el cual comparte las caracteristicas de los serotipos A'y D.
(2) Basado en la clasificacion de Ikeda el at., 1996.

(3) Después del apareamiento entre células MATa y MATa bajo determinadas condiciones de temperatura
y humedad, se inicia la transicion hacia la formacién de filamentos con estructuras que comunican las
células vecinas y la dilatacion del extremo distal de la hifa aérea de donde posteriormente brotan cuatro
cadenas de basidiosporas (Lin, 2009).

(4) En ausencia de células parentales compatibles, también se pueden producir apareamiento, filamentacion
entre células compatibles del mismo tipo sexual (especialmente del tipo A Te) dando lugar a una
fructificacion monocariética (Lin, 2009).

(5) Forma intermedia entre la de una levadura y la de una hifa verdadera. Su morfologia puede variar
desde estructuras alargadas de la célula levaduriforme hasta la formacion de estructuras parecidas a las
hifas con septos. Estas estructuras atipicas fue primeramente observada en un co-cultivo de
C. neoformans y Acanthamoeba polyphaga y posteriormente de forma ocasional en hospedadores
humanos (Lin, 2009)

(6) Fundamentalmente asociado a excretas de palomas domésticas (Columba livia) pero también de aves
psitaciformes (papagayos, loros, cacatlas, cotorras, pericos), paseriformes (canarios, pinzones,
cuclillos, cardenales, estorninos), galliformes (gallinas y pavos) y anseriformes (patos). También ha
sido recuperado de otras fuentes naturales tales como el aire, frutas, leche, agua y detritos vegetales
(Casaevall y Perfect, 1998: Kwon-Chung et al., 2011)
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Anexo 2. Clasificacién taxonomica del complejo de especies C. neoformans

(de Hoog et al., 2008).
Division Basidiomycota
Clase Hymenomycetes
Orden Tremellales
Familia Tremellaceae
Género Filobasidiella

Teleomorfo Anamorfo
Especies F. bacillispora Cryptococcus gattii (serotipos By C)
F. neoformans Cryptococcus neoformans
Variedades C. neoformans var. neoformans (serotipo D)
C. neoformans var. grubii (serotipo A)
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Anexo 3. Caracteristicas de los antifungicos incluidos en el presente estudio.
(Cuenca-Estrella, 2010; Morschhauser, 2010; Thompson y Wiederhold, 2010; Tarel, 2011)

Clase Antifungico

Caracteristicas

Polienos Anfotericina B

Los polienos son moléculas macrolidas con cadenas
insaturadas. Estos, se unen a todos los esteroles, aunque
muestran mayor afinidad por el ergosterol que forma parte de
la membrana fangica lo que genera la formacion de canales
por los que la célula pierde iones y moléculas. También se une
con esteroles intracelulares causando dafios, principalmente en
las vias de la respiracion celular. Ademas, tiene efectos
inmunomoduladores, ya que puede activar algunas funciones
de los linfocitos, como la secrecién de linfoquinas.

Presenta escasa biodisponibilidad digestiva, baja solubilidad
en agua y elevada toxicidad. A pesar de estas desventajas, se
licencié como farmaco de uso clinico, siendo el primer y casi
Unico tratamiento eficaz de las infecciones flngicas sistémicas
hasta mediados del siglo XX.

A pesar de que la mayoria de los nuevos antifungicos
comercializados tienen un amplio rango de accion, esta droga
sigue siendo la de mayor espectro, al mostrar actividad
fungicida frente a patdgenos primarios u oportunistas tanto
levaduriformes como filamentosos.

A pesar de su amplio uso, pocas especies muestran resistencia
intrinseca (Aspergillus terreus, Trichosporon asahii,
Scedosporiums pp., Paecilomyces lilacinus y Fusarium spp.) y
solo excepcionalmente se ha detectado resistencia secundaria.

Los mecanismos de resistencia a esta droga, son poco
conocidos, aunque la mayor parte de ellos estan relacionados
con un descenso en la cantidad de ergosterol de la membrana o
un aumento de los fosfolipidos que reduce la interaccion del
farmaco con los esteroles. Estas alteraciones se han asociado
con mutaciones en los genes ERG2 0 ERG3, que codifican
enzimas que participan en la via de sintesis del ergosterol. En
los Gltimos afios, se han propuesto otros mecanismos de
resistencia relacionados con el efecto oxidativo que presenta el
polieno en el interior celular. A. terreus y otros mohos
muestran un aumento en la actividad de su catalasa, lo que
podria colaborar a reducir el dafio oxidativo originado por este
antifangico.
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Anexo 3. Caracteristicas de los antifungicos incluidos en el presente estudio (Continuacion).

Pirimidinas  5-fluorocitosina  Es un farmaco fungistatico que penetra en el interior de la
célula fungica tras contactar con la enzima de la membrana
citosina permeasa. En el interior de la célula, la
5-fluorocitosina es desaminada a 5-fluoruracilo, tras lo que se
producen varias modificaciones que acaban por generar acido
5-fluoruradilico, el cual se incorpora a la cadena de ARN, y
ocasiona la produccion de ARN aberrante e inhibicién celular.

Su espectro de accion se reduce a las levaduras. No obstante,
existen algunas cepas de Candida spp. y de Cryptococcus spp.
gue muestran resistencia primaria. Asimismo, cuando se
utiliza en monoterapia, genera resistencia secundaria con
facilidad, por lo que sélo se recomienda su utilizacion en
forma combinada.

La resistencia intrinseca a esta droga suele deberse a
mutaciones en el gen que codifica la citosina desaminasa. La
resistencia secundaria se produce por mutaciones en los genes
que regulan la fosforilacion de los productos derivados de la
fluorocitosina.

o

Azoles Son moléculas sintéticas con un anillo de cinco carbonos
(triazoles) Fluconazol Unido a una cadena alifatica con un grupo fenilo.

La familia de los traizoles se distingue de los imidazoles por
\ presentar tres moléculas de nitrégeno en el anillo azolico (en
. lugar de dos) y por poseer una afinidad superior por las
S enzimas fungicas versus las humanas, de ahi que muestren
mucha menos toxicidad que los imidazoles, y puedan
administrase a dosis mas elevadas.

La actividad antifangica de estos farmacos reside en la
capacidad de unirse con el grupo hemo, que forma parte de
muchas de las enzimas implicadas en la sintesis de ergosterol,
particularmente la 14-alfa demetilasa. Esta union bloquea la
sintesis de ergosterol, acumulandose esteroles 14-alfa metilo,
lo que inhibe el crecimiento de la célula fangica.

El perfil de actividad de los azoles es amplio, aunque depende
de cada farmaco. Fluconazol tiene actividad frente a levaduras,
pero no frente a los filamentosos. No obstante, algunas
levaduras como Candida krusei muestran resistencia
intrinseca y es frecuente que aparezcan resistencias
secundarias en tratamientos prolongados con el farmaco.

Su excelente perfil farmacocinético y su escasa toxicidad han
hecho que se utilice masivamente en algunos grupos de
enfermos y parece que su difusion ha producido el
desplazamiento de cepas sensibles, que han sido sustituidas
por otras mas resistentes.
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Anexo 3. Caracteristicas de los antifungicos incluidos en el presente estudio (Continuacion).

Azoles Itraconazol
(triazoles, cont.)

N
N

N N
[ o o

o NS : | )
\Voriconazol

Posaconazol

Isavuconazol

(Estructura quimica
no disponible)

Itraconazol tiene un espectro de accion mas amplio que
fluconazol, ya que es activo frente a levaduras y algunos hongos
miceliales. Ha sido demostrado que la mayoria de las levaduras
resistentes a fluconazol acaban por desarrollar resistencia
cruzada a itraconazol.

Voriconazol fue desarrollado a partir de fluconazol con la
intencion de ampliar su espectro de accion. Su actividad in vitro
es parecida a la de itraconazol, con un efecto fungicida
adicional frente a la mayor parte de las cepas de Aspergillus. Se
ha observado que los organismos resistentes a fluconazol,
pueden desarrollar resistencia cruzada a voriconazol. Su
utilizacion masiva en el tratamiento de la aspergilosis puede
haber producido un desplazamiento de especies sensibles como
Aspergillus, por otras con resistencia intrinseca como los
Mucorales.

Posaconazol es el ultimo triazol comercializado hasta la fecha 'y
es el de espectro mas amplio, con actividad frente a levaduras y
muchos hongos filamentosos, incluyendo los Mucorales. No
existen muchos datos sobre las resistencias a este azol, pero se
han comunicado resistencia cruzada en algunas cepas de
Candida y Aspergillus con resistencia a otros azoles.

Isavuconazol es un nuevo triazol que se encuentra fase de
desarrollo clinico. Tiene un perfil de actividad parecido al
voriconazol, con actividad adicional frente algunas especies de
Mucorales. Adicionalmente, ha mostrado tener ventajas
potenciales en cuanto a su farmacodinamica e interacciones con
otros medicamentos. Existe una formulacion oral y otra
parenteral y se esta evaluando en el tratamiento de la
candidiasis, de la aspergilosis y de otras micosis. De
confirmarse los resultados preliminares de los estudios que
estan en marcha, se prevé que pudiera comercializarse en 2014.
La 14-alfa lanosteroldemetilasa es producto del gen ERG11 en
levaduras, el cual es conocido como CYP51 en hongos
miceliales. La sobreexpresion del mismo, la amplificacion
genética debida a la duplicacién cromosomica, conversion
genética y recombinacion mitotica dan lugar a enzimas
alteradas, con un descenso en la afinidad por los azoles.

No obstante, el mecanismo de resistencia que se detecta con
mayor frecuencia en cepas clinicas de levaduras y con menor
frecuencia en hongos filamentosos, es la reduccion de la
concentracion intracelular de los azoles. Esta reduccion puede
deberse a una disminucién en la captacion del farmaco o mucho
mas frecuentemente, a un aumento en la expulsion del azol por
incremento en el nimero y en la actividad de las bombas de
flujo o transportadores.




Anexos

Anexo 4.

Descripcion de los medios de cultivo

Medio minimo de acido caféico

Acido caféico 0,18 ¢
Solucion de citrato férrico 2 mM 4 mL
Agar noble 209
Agua destilada 1000 mL

Se calentd y agitd hasta disolver completamente el agar, se esterilizO en autoclave
(15 min a 121 °C) y se distribuyd en placas de Petri de 90 mm a razén de 20 mL/placa. Una
vez solidificado el medio de cultivo, las placas fueron debidamente rotuladas y conservadas
a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.

Agar Mueller Hinton modificado (con la siguiente formulacion en g/L)

Infusion de carne 300¢
Peptona acida de caseina 175¢g
Almidén 159
Agar 159
Agua destilada neutralizada (pH 7) 1 000 mL
glucosa 20 ¢

Azul de metileno (5 mg/mL de agua destilada) 100 pL

Todos los componentes se mezclaron mediante agitacion y se aplico calor hasta disolver
completamente el agar. Se esteriliz6 en autoclave (15 min a 121 °C) y se atemper0 hasta
alcanzar 65 °C.

Posteriormente el medio se distribuyd en placas de Petri de 90 mm a raz6n de
20 mL/placa (altura de 4 mm) y se dejo solidificar a temperatura ambiente. Las placas
fueron debidamente rotuladas y conservadas a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.
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RPMI-1640 (con glutamina y rojo fenol y sin bicarbonato) (Sigma-Aldrich)

e Preparacion para la prueba de microdilucion en medio liquido
RPMI-1640 1049
MOPS (0,165 mol/L) 1 000 mL

Se disolvié en frio mediante agitacion mecanica, se ajusto el pH a 7,0 +1 con NaOH 10 M y
se esterilizé por filtracion.

e Preparacion para la prueba de difusion en agar (Etest)

Solucion A

RPMI-1640 1049
MOPS 3549
Glucosa 199
Agua destilada 500 mL

Se disolvieron los componentes en el agua y se ajusto el pH a 7. Se esteriliz6 por filtracion y
mantuvo en bafio termostatado a 65 °C.

Solucion B
BactoAgar 309
Agua destilada 500 mL

Todos los componentes se mezclaron y disolvieron mediante calentamiento. Una vez
fundido el agar, se esteriliz6 en autoclave (15 min a 121 °C) y se atemperd hasta alcanzar
65 °C.

Una vez que las soluciones A y B alcanzaron los 65 °C, se mezclaron evitando la formacion
de burbujas y se distribuyeron en placas de Petri de 90 mm a razén de 20 mL/placa (altura de
4 mm). Solidificado el medio de cultivo, las placas fueron debidamente rotuladas y
conservadas a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.
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Anexo 5.

Representacion esquematica de la preparacion y disposicion del indculo, de las diferentes
concentraciones de la bateria de antifingicos y los controles tanto de esterilidad como de
crecimiento en la placa de microdilucion para la determinacion de las CIM mediante el método
de referencia.

Cultivo puro

\4

S

1-5 x 106 cél/mL
en SSE

1:10
Antifﬁngico v
RPMIi640 %

eb b 1 UL ] Comotde -y sxhot carm

crecimiento en SSE

T EEREEEEEEEEEE %
%%a%%%g gi%gi % = 0,5-2,5 x 10* células/mL
—
en RPMlis640

100 uL

<

100 uL

100 uL

100 uL
100 uL

100 uL.

100 uL
—
100 uL

RPMIli640

Control de
esterilidad

37°C
48y 72h

Concentracion InhibitoriaMinima
(CIMs5¢/90)
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