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Introduccion

1 Introduccién

La criptococosis es una infeccion exégena, cosmopolita de evoluciéon subaguda o
cronica tradicionalmente considerada como oportunista. Este hecho se confirmo
rotundamente con la aparicion del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), a
partir de la cual se registré6 un aumento espectacular de casos de criptococosis. Esta
enfermedad infecciosa es producida por levaduras ambientales del género

Cryptococcus.

Los factores de patogenicidad de estas levaduras son muy diversos, entre ellos se
pueden nombrar ciertas proteinas con actividad enzimatica, estructuras polisacéridas
gue recubren la levadura, la capacidad de adhesion y el tropismo por el sistema
nervioso central (SNC).

A pesar de que la criptococosis es una patologia que afecta principalmente a
pacientes con deficiencias en su sistema inmunoldgico, sobre todo a los infectados por
el VIH, con bajo nivel de linfocitos T CD4. En estos enfermos, causa una meningitis o
meningoencefalitis, de curso mortal sino se efectia tratamiento, y a pesar de él, en

algunas series mas del 50% también fallecen.

Debido al mal pronéstico que presenta esta infeccion, son muchos los estudios
realizados en Cryptococcus, donde se investiga la actividad antifUngica de los
antimicGticos comunmente utilizados en la practica clinica. El objetivo es optimizar la
terapia y establecer, si es necesario, una profilaxis efectiva contra la criptococosis,

sobretodo en los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Gracias al desarrollo de las técnicas de biologia molecular, el genoma de
Cryptococcus neoformans esta siendo estudiado, y de hecho, existen genes
completamente identificados que estan relacionados con los factores de patogenicidad
gue las levaduras de este género poseen. Una vez identificados estos genes, se
intenta construir secuencias completas o parciales con la finalidad de poder estudiar la

funcion de las proteinas que sintetiza.

A lo largo de los afios, se han ido reportando casos de esta micosis en sujetos
inmunocompetentes, asi como también se han realizado muestreos microbioldgicos

del medioambiente, para tratar de localizar los nichos ecolégicos de esta levadura y

1
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asi poder precisar cuales especies o0 variedades son realmente patdgenas para el

hombre y los animales.

Actualmente, se acepta de que dos especies diferentes de Cryptococcus producen la
patologia en sujetos inmunosuprimidos (C. neoformans) e inmunocompetentes (C.
gattii), pero la mayoria de las publicaciones, no hacen distinciéon si se trata de una
especie u otra, por lo tanto la informacion que existe sobre el antiguo biotipo y actual
especie C. gattii no es tan amplia y detallada como la que hay para la especie C.

neoformans.

Cuanto mas informacién se obtenga de C. gattii, mejores estrategias terapéuticas se

podran desarrollar para poder combatir esta enfermedad.

1.1 Antecedentes

La primera descripcion de criptococosis fue realizada por dos médicos alemanes O.
Busse y A. Busche en 1894, que describieron una lesion de tipo sarcomatoso, en la
tibia de un paciente femenino de 31 afios, de donde se aislaron levaduras (1). Un afio
mas tarde, F. Sanfelice en lItalia, describié una levadura capsulada, aislada del zumo
de melocotén y que producia lesiones al inocularse en animales y a la que llamé
Saccharomyces neoformans. No fue hasta 1901, que el cientifico J. P. Vuillemin,
observé ausencia de fermentacion de azlcares y sugirié la reclasificacién de esta

levadura dentro del Género Cryptococcus.

En 1916, Stoddlar y Cuttler, describieron aspectos clinicos de la enfermedad vy
propusieron la utilizacion del nombre Torula hystolitica, nombre que fue usado por un

largo periodo de tiempo.

En 1935, finalmente, Rhoda Benham, de Estados Unidos, estudié los caracteres
morfoldgicos, seroldgicos, taxondmicos de mas de 40 cepas de levaduras que incluian
las originales aisladas por F. Sanfelice y O. Busse, y concluyé que todos los
aislamientos humanos correspondian a la misma especie y propuso asignarle de

nuevo la nomenclatura utilizada por J.P Vuillemin, Cryptococcus neoformans (2).

E. Evans en 1950 (3), de la Universidad de Los Angeles en California, continuando con

los estudios pioneros de R. Benham hallé diferencias antigénicas del mucopolisacarido
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capsular, que le permiti6 agrupar las cepas de Cryptococcus neoformans en 3
serotipos (A, By C). Luego, 20 afios mas tarde, Wilson y colaboradores identificaron el
serotipo D (4).

En cuanto al hallazgo de C. neoformans en el medio ambiente, en 1951, C. W.
Emmons realizé el aislamiento de este hongo directamente de la tierra, asi como de
nidos y excretas de palomas (5). A partir de 1970, se comenz0 a hacer diferencias en
cuanto a la morfologia, bioquimica, serologia y epidemiologia de las variedades de
Cryptococcus, ya que en ese afio el médico F. Gatti obtuvo el aislamiento de una
levadura, en una muestra de liquido cefalorraquideo (LCR) de un nifio con meningitis
en el Zaire (6) y que Vanbreuseghem consider6 como una biovariedad o biotipo y
propuso la denominacién de Cryptococcus neoformans var. gattii (7), la cual fue

aceptada hasta el afio 2002.

Un gran avance en el conocimiento de Cryptococcus neoformans, se produjo en 1975
cuando K.J. Kwon-Chung, descubrié la reproduccion sexual de esta levadura.
Mediante cruces de cepas compatibles “mating” a y a se produjeron los basidiomicetos

de la fase teleomorfa, por lo que se clasificé dentro del Género Fillobasidiella (8).

También en la década de los 80, K. J. Kwon-Chung, gran investigadora de esta
levadura, realizé hallazgos de gran interés en varios topicos de las variedades de
Cryptococcus. Al estudiar la actividad enzimatica de la fenoloxidasa, enzima
encargada de producir la melanina en Cryptococcus, reporté la existencia de cepas
mutantes no productoras de melanina que tenian menos virulencia en modelos
animales experimentales (9), indicando la importancia de ésta enzima como factor de
patogenicidad. Realiz6 estudios ambientales en donde se indicaba la posible
existencia de diferencias epidemioldgicas de los serotipos de Cryptococcus (10), asi
como también investigo las caracteristicas bioquimicas de la ureasa (11), enzima clave
para la identificacion en el laboratorio de Cryptococcus. En éste trabajo evidencio que
el efecto inhibidor del agente quelante EDTA, era variable segin que variedad se

estudiaba.

En vista de los antecedentes que indican diferencias epidemioldgicas, morfolégicas y
bioquimicas de los serotipos y variedades de Cryptococcus neoformans, los estudios
continuaron y en 1990; los autores Ellis y Pfeiffer, luego de realizar muestreos

ambientales en Australia, propusieron que el nicho ecoldgico de la variedad gattii
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podia ser la madera y otras partes de determinadas especies de arboles (Eucalyptus

calmadulensis y E. tereticornis) (12).

A partir del afio 2000, se comenzé a estudiar ambas especies por separado, gracias a
la propuesta realizada por parte de Kwon-Chung en el afio 2002 (13), de separar
filogenéticamente al Cryptococcus var. gattii, ambos serotipos (B y C); en una especie
diferente al C. neoformans serotipos A y D; conservando el nombre de C. gattii en
lugar de otros que habian sido sugeridos con anterioridad.

1.2 Taxonomia

La clasificacion convencional de los hongos se basa en las caracteristicas de la
reproducciéon sexual y asexual. Especificamente, las levaduras se clasifican en
Ascomycetes si son formadoras de ascosporas, Basidiomycetes al presentar
basidiosporas y en Deuteromycetes u hongos imperfectos a los que no se conoce la
reproduccién sexuada. En este grupo también se incluye la fase anamorfa de la forma

sexuada.

Los estados perfectos o teleomorfos de Cryptococcus neoformans se denominan
Filobasidiella neoformans para los serotipos Ay D (8), y Filobasidiella bacillispora para
los serotipos B y C (14). Filobasidiella neoformans produce basidiosporas de forma
globosa u ovalada con paredes rugosas, en cambio F. bacillispora las presenta con

paredes lisas (15).

En 1981, se estudié la relacion genética de F. neoformans y F. bacillispora,
comparando el porcentaje de homologia inter e intraespecifica que presentaba el ADN
de ambas. Se observé que habia aproximadamente un 55% a 60% de homologia
entre los aislados de ambas especies frente a un 88 a 95% de homologia entre los

aislados de la misma especie (16).

Boekhout et al en el 2001 (17), utilizé la técnica de AFLP (siglas en inglés de Amplified
Fragments Length Polymorphism), que consiste en la combinacion de los métodos de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los analisis de fragmentos de restriccion,
con el fin de detectar polimorfismos en el genotipo. Estas diferencias son registradas
como patrones variables en nimero y tamafio del nimero de bandas generadas. Estos

autores evaluaron el polimorfismo del genotipo de aislados de C. neoformans var
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grubii (serotipo A), C. neoformans var neoformans (serotipo D) y C. neoformans
serotipo B. En base a ello, obtuvieron un &rbol secuencial en donde se distinguen dos
ramas que corresponden a dos agrupaciones con genotipos diferentes de C.
neoformans y C. bacillisporus (C. neoformans var gattii).

Finalmente, de acuerdo a todas estas propuestas establecidas, se considera que
existen al menos dos especies patogénicas de Cryptococcus (Tabla 1) y cinco
serotipos, el serotipo A, B, C, D y AD. Este ultimo serotipo es considerado hasta ahora
un hibrido entre los serotipos Ay D.

Género especie Variedad serotipo
Cryptococcus neoformans grubii A
Cryptococcus neoformans neoformans D
Cryptococcus gattii - B
Cryptococcus gattii - C
Cryptococcus neoformans AD

Tabla 1: Cryptococcus neoformans y C. gattii. Variedades y serotipos.

Entre ellas se encuentra, C. neoformans con dos variedades: var grubii (serotipo A),
var neoformans (serotipo D) cuya forma sexual (Fase teleomorfa) corresponde a la
Filobasidiella neoformans (Tabla 2); y la otra especie seria C. bacillisporus (sinébnimo
de C. neoformans var. gattii, serotipos B y C) cuya forma sexual es F. bacillisporus.
Estos autores también sefalan que ambas especies, pueden presentar 2 genotipos

que difieren en su distribucién ecololégica y geografica.

La clasificacion taxondmica basada en los estudios anteriores y en los analisis de las
secuencias de nucleétidos del RNA ribosomal de F. neoformans realizada en 1993 por

E Gueho, fue la siguiente (18):

Fase anamorfa Fase teleomorfa

Phylum Deuteromycetes Basidiomycota
Orden Cryptococcales Filobasidiales

Familia Cryptococcaceae Filobasidiaceae
Género Cryptococcus Filobasidiella
Especie neoformans Neoformans
Variedad neoformans Neoformans
gattii Bacillisporus

Tabla 2: Cryptococcus neoformans y C. gattii.

Fase anamorfa (forma asexual) y fase teleomorfa (forma sexual). (18)
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A partir de ese afio, se realizaron diversos trabajos enfocados en la reclasificacion de
los diferentes serotipos de Cryptococcus neoformans var. neoformans. Franzot et al en
1998, mediante la determinacién de la secuencia del gen URA5S evidenci6 diferencias
filogenéticas en ambos serotipos A y D (19). Finalmente, propusieron la separacion de
los serotipos A y D de C. neoformans var. neoformans; en las variedades grubii y

neoformans, respectivamente (20).

A través de diversos estudios de los genes URA5, CNLAC1, CAP59, CAP64, JGS y
ITS rRNA, asi como del DNA, se pudo demostrar que al construir el arbol filogenético
de C. neoformans var. gattii y C. neoformans var. neoformans (21-25), ambas
variedades tenian claramente dos taxones monofiléticos divergentes. Estos resultados
indicaron, que las dos variedades son suficientemente distintas y pueden ser

reconocidas como especies separadas (13).

Diversos estudios reconocen gue existe un serotipo AD de Cryptococcus neoformans,
que presentaria en el mucopolisacarido capsular antigenos tanto del serotipo A como
del serotipo D. Xu et al (26) propusieron diferentes hipotesis del origen de éste 5°
serotipo AD de Cryptococcus neoformans, la primera de ellas propone que las cepas
serotipo AD son células ancestrales que presentan diferencias moleculares
comparables pero separadas de los otros serotipos de C. neoformans. La segunda
hipétesis sugiere que el hibrido serotipo AD tiene un ancestro comun resultante de la
hibridacion de los serotipos por separado, y que el resultado de este proceso ha
creado multiples mutaciones que hacen que las secuencias de DNA analizadas de
cepas serotipo AD sean diferentes. La tercera hipotesis se refiere a la obtencion de
éste hibrido mas recientemente, producto del intercambio genético de cepas de
serotipos A y D. Y como cuarta hipétesis, indican que la presencia de esta cepa
hibrida se debe a multiples hibridaciones ocurridas en la célula ancestral hasta la

actualidad.

1.3 Epidemiologia de la criptococosis

La criptococosis es adquirida fundamentalmente por inhalacién de las células
levaduriformes o segun han sugerido varios autores por basidiosporas. La infeccion
pulmonar primaria es frecuentemente asintomética y puede ser contenida y erradicada

dentro de un granuloma. Sin embargo, dependiendo de los factores del huésped, el
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tamafio del in6culo y posiblemente la virulencia de la cepa; el microorganismo puede
diseminarse de forma aguda o luego de un periodo de latencia a sitios
extrapulmonares, teniendo particular predileccion por el SNC (27).

Se han descrito casos clinicos ocasionados por otras especies como Cryptococcus
albidus y Cryptococcus laurentii, compatibles con criptococosis cutdnea, de cornea,
pulmonar, renal; en donde solo se han aislado éstas levaduras. Las infecciones que se
han producidos por C. albidus han ocurrido en humanos con deficiencias en su
sistema inmune, asi como también en animales (28-32). Los casos clinicos descritos
de C. laurentii se han producido solo en humanos y presentaron resistencias al

tratamiento con antifiingicos (33-37).

Los datos disponibles demuestran que C. neoformans var. grubii es la especie mas
comunmente aislada de enfermos inmunodeprimidos con criptococosis (38), no
obstante la variedad neoformans (serotipo D) puede tener una prevalencia elevada
con respecto al serotipo A, en algunas areas geogréficas, como por ejemplo en
Estados Unidos (New York City) (39). Asimismo la var. grubii, es la que se aisla mas
frecuentemente de muestras ambientales, ya que tiene predileccibn por suelos
contaminados con excrementos de aves, especialmente de palomas comunes

(Columba livia domestica) (Figura 1) (5).

Figura 1: Paloma comun (Columbaivia).

Inicialmente se consideré que C. gattii presentaba una distribucion geografica muy
restringida, pero a lo largo de los afios, se ha aislado de muestras ambientales de
suelo y arboles, y se ha sugerido que su nicho ecolégico esta estrechamente

relacionado con los arboles de eucalipto (Eucalyptus camaldulensis) (12). Se ha
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podido encontrar como agente causal de criptococosis tanto en animales y humanos,
en diferentes zonas del mundo, incluyendo Espafia (40-42). Y cada vez se describen
mas casos de criptococosis producidas por esta especie, que se van distribuyendo en
zonas donde antes no habia sido descrito. Upton et al (43) muy recientemente,
describieron el primer caso de criptococosis causada por C. gattii, en un paciente
masculino leucémico residente de Washington D.C sin antecedentes descrito de haber

viajado fuera de su zona residencial.

La criptococosis por C. gattii se ha considerado una micosis o patolologia de paises
tropicales (10), debido a que la mayoria de los casos se han registrado en paises con
clima tropical. Los casos clinicos descritos fuera de éstas zonas se consideran casos
excepcionales, y siempre se trata de establecer relaciones entre el paciente o el
ambiente que lo rodea, con algun elemento “importado”, viaje o traslado de un pais

tropical.

Cuando el numero de casos de criptococosis localizados en paises de clima templado
aumenta en un periodo corto de tiempo, es necesario considerar la alerta
epidemioldgica. Tal fue el caso en 1999, en La isla de Vancouver, British Columbia
(BC) en Canada (44), donde ocurri6 un brote muy importante de criptococosis
especificamente por C. gattii. La mayoria de los humanos y animales infectados eran
inmunocompetentes, y debido a ello, la instituciébn gubernamental British Columbia
Centre for Disease Control en junio de 2002, advirti6 al publico y al personal sanitario
de ésta zona acerca del riesgo potencial de enfermedad al cual estaban expuestos. A
partir de entonces, en BC, la criptococosis es una enfermedad de notificacién obligada

a las autoridades sanitarias.

La patologia producida por C. gattii, se asemeja en muchos casos a la producida por
los hongos patdégenos primarios, puesto que afecta a personas y animales
inmunocompetentes (45). Antes de la aparicion de la epidemia del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la criptococosis ocurria esporadicamente tanto en
hombres como en animales en todo el mundo. A principios de la década de 1980, por
la aparicion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) un incremento de la
adquisicion de la criptococosis se produjo en éste tipo de pacientes. Hasta 1998, la
criptococosis fue considerada la cuarta causa de muerte en pacientes con SIDA (46) y
afortunadamente con el desarrollo y aplicacion de las terapias inhibidoras de la

proteasa y los tratamientos antiretrovirales de gran actividad (TARGA), se ha reducido
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en paises desarrollados, significativamente la tasa de infeccién por Cryptococcus y

otros microorganismos oportunistas (47).

1.4 LaCriptococosis: Cuadros Clinicos

1.41 Criptococosis pulmonar

La principal via de entrada de las levaduras y eventualmente basidiosporas
ambientales de Cryptococcus neoformans y C. gattii es la via respiratoria. La
inhalacién de las esporas fungicas ocasiona una primoinfeccion pulmonar. La
criptococosis pulmonar suele ser asintomética o en todo caso, ocasiona sintomas
inespecificos que dificultan el diagnéstico (48). En la mayoria de los casos puede
presentarse con tos, fiebre, disnea, pérdida de peso y dolor pleuritico (49).

Debido al cuadro general inespecifico que produce, es preciso realizar un diagnéstico
diferencial con la tuberculosis y otras patologias infecciosas (50). Esta primera etapa
de primoinfeccion puede remitir espontaneamente o progresar dependiendo de la

capacidad de resistencia del huésped.

Las lesiones pulmonares se pueden presentar en cualquier zona, y las imagenes
radiol6gicas suelen ser también inespecificas. Se observan infiltrados localizados, no
muy extensos. Suelen ser lesiones pequefias y por ello pasar desapercibidas en la

radiografia simple de térax, la mayoria curan sin dejar granulomas.

Dependiendo del tiempo de evolucion de la infeccion, la virulencia de la cepa y del
estado general del paciente, los tipos de criptococosis pulmonar se clasifican en cuatro

categorias:

a) En 1977, Fisher (51) observé un infiltrado mas amplio y difuso que
pueden evolucionar a una neumonia intersticial bilateral.

b) Lehmann en 1984 (52), describi6 el primer tipo de criptococosis
pulmonar, bastante comun y clasico. Describié la aparicion de una zona
infiltrada, solitaria y con frecuencia en el I6bulo superior, que con la evolucion
propia de la enfermedad podia simular un carcinoma, quiste hidatidico o

absceso pulmonar.
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C) El tercer tipo fue descrito por McDonnell y Hutchins en 1985, (48),
donde indicaron la presencia de infiltrados peribronquiales extensos,
asemejandose a una tuberculosis activa, al menos por la imagen radiolégica.

d) Lozano en 1999 (53), describié la forma mas evolucionada y mas
parecida a la tuberculosis miliar que suele presentarse en pacientes con
linfoma o leucemia. Observando pequefias lesiones en todos los campos
pulmonares que con el tiempo pueden llegar a granulomas. En este tipo de
criptococosis pulmonar la enfermedad puede progresar y diseminarse.

El fuerte tropismo que tiene Cryptococcus neoformans y C. gattii por el SNC, hace que

en cualquiera de los tipos de criptococosis pulmonar pueda llegar a diseminarse.

La criptococemia con aislamiento de ésta levadura en hemocultivos representa la
manifestacion mas clara de diseminacién de la criptococosis asociada con un alto

porcentaje de meningitis criptocécica (54).

Aunqgue C. neoformans no forma parte de la flora residente normal en el hombre, se ha
comprobado que puede ser un colonizador transitorio del tracto respiratorio inferior y
superior. Se ha visto en animales de experimentacion la permanencia de Cryptococcus
neoformans en el interior de macrofagos de tejido intesticial de criptococoma pulmonar
por hasta 18 meses luego de controlar la infeccién (27). También se ha descrito como
colonizador temporal en la prostata de pacientes que fueron tratados de criptococosis

meningea (55).

1.4.2 Criptococosis meningea

La meningitis criptocécica es la forma de presentacion mas frecuente, constituyendo la
maxima expresion del neurotropismo del hongo. Una de las razones aducidas para
explicarlo, hace referencia a una ausencia de factores inhibidores del crecimiento en el
liquido cefalorraquideo (LCR) mientras que un segundo argumento supone la
existencia en el tejido nervioso de factores nutricionales selectivos, tales como
asparagina, que pueden funcionar como fuente de nitrégeno y estimular el crecimiento
del C. neoformans (56). No se ha esclarecido totalmente la razén de este tropismo tan
marcado por el SNC, se cree que C. neoformans puede escapar del sistema
inmunitario del huésped en el LCR, debido a la baja tasa de unién de la fraccion C3-
del sistema de complemento a la superficie de la cipsula (57). La baja concentracion

de glucosa presente en las meninges también puede favorecer el tropismo por el SNC,
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ya que se ha demostrado que altas concentraciones de glucosa inhiben la accion de la
enzima fenoloxidasa también llamada lacasa de Cryptococcus (58). La accion de ésta
enzima protege a las células fungicas contra ciertas sustancias oxidantes como los
rayos UV que suelen tener efecto fungicida (59) asi como también sirve de proteccion
contra algunos antifiingicos, como la AB (60).

En los enfermos de SIDA con meningitis criptocdcica el LCR puede ser de apariencia
normal sin ninguna alteracion importante. El aspecto puede ser claro, con
hiperproteinorraquia variable y disminucion ligera de la glucosa. Si se observan
células, principalmente seran linfocitos. El nimero de criptococos presentes en el LCR
es variable. Se visualizan en el sedimento mezclado con tinta china, evidenciando la

presencia de la capsula.

En ciertos casos se han descrito meningitis criptocécica purulenta, que recuerda una
meningitis bacteriana, con aspecto turbio del LCR y recuento celular elevado y
predominio de neutréfilos (61). En estos casos los pacientes suelen tener alguna
patologia hepatica, renal o enfermedad de Hodgkin. En cualquiera de los casos el
diagndtico definitivo se obtiene con el cultivo, aislamiento e identificaciéon del

microorganismo.

La apariencia macroscopica de las meninges puede ser casi normal pero
habitualmente se describe un aspecto reluciente o edematoso, asi como, una
ocupacion del espacio subaracnoideo por un material mucoide o gelatinoso que puede
propagarse también por los espacios de Virchow-Robin, distendiéndolos hasta

determinar una transformacion pseudo-microquistica de los mismos.

La evolucién a meningoencefalitis es poco frecuente (62) y en caso de ocurrir, se trata

de una infeccion agresiva, de curso muy rapido y fulminante (63).

Otra patologia que puede afectar al SNC es el desarrollo de tumoraciones llamadas
criptococoma cerebral. Son pocos los casos reportados, y al parecer suele ocurrir en
sujetos inmunocompetentes (64), se trata de una masa granulomatosa de curso
cronico que puede producir signos y sintomas de hipertension craneal como nauseas,
vomitos, cefaleas, diplopia y hemiparesias. Algunos pacientes sufren de cambios de
personalidad y somnolencia, asi como trastornos mentales, alucinaciones, irritabilidad,
confusién, llegando a sufrir incluso ataques epilépticos (65). Debido a la expansién del

criptococoma, se puede llegar a producir hemiparesia y hemiplejia.

11



Introduccion

Para realizar el diagnéstico temprano de la criptococosis meningea ademas de las
técnicas micoldgicas clasicas, examen microscopico y cultivo, se han utilizado diversas
técnicas. Las pruebas seroldgicas para detectar anticuerpos no han sido efectivas, ya
gue la cépsula dificulta que exista una gran produccion de inmunoglobulinas
especificas durante la infeccién (27). Por otro lado, los polisacéridos criptocécicos se
pueden detectar en el LCR en casos de infeccion temprana (66). Para su
determinacion, existen pruebas inmunoldgicas, comerciales y no comerciales que
pueden ser utilizadas en el laboratorio para determinar el titulo de estos antigenos
capsulares, tanto en suero como en LCR usando una simple aglutinacion de latex con

anticuerpos policlonales o monoclonales contra los componentes capsulares (67).

1.4.3 Criptococosis cutanea

En 1894, se describe el primer caso de criptococosis con localizacion cutanea, por
Busse y Buschke en un hombre con lesiones en la piel, infecciones Gseas y
enfermedad generalizada. La afectacién cutdnea se ha descrito con mayor frecuencia
en enfermos de SIDA. Las lesiones se pueden presentar como vesiculas o abscesos
que luego se ulceran, también con aspecto maculopapular y pustulosas. Pueden
presentarse junto con las lesiones signos y sintomas como cefalea, vomitos de hasta 3
semanas de duracion, e incluso diarrea. La cara y el cuello son las zonas mas
afectadas, pero también pueden aparecer en la region toracica. Si se cultivan las
lesiones, se puede obtener el aislamiento del Cryptococcus (68), aunque en solo 5-

15% de los pacientes se ha llegado a confirmar (69).

Las lesiones que se distribuye en cara y cuello pueden simular otras enfermedades
dermatoldgicas, como por ejemplo el carcinoma basocelular, paracoccidioidomicosis e

histoplasmosis diseminada y molluscum contagiosum (70).

A pesar de que la mayoria de los casos descritos de criptococosis cutdnea son a
causa de una diseminacion hematdgena criptocésica, se han visto casos en donde se
describen infecciones cutaneas primarias incluso sin antecedentes de

inmunosupresion (71).

12
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1.4.4 Otras localizaciones de la criptococosis

A pesar del fuerte tropismo que tiene Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii
por el sistema nervioso central (SNC), se pueden presentar micosis profundas con
otras localizaciones poco usuales. Se han descritos casos de abscesos en hueso y
osteomielitis (72), criptococosis palpebral (73), del tracto genital y del sistema urinario
(74,75). Recientemente, Vawda et al, describieron un caso inusual de criptococosis
diseminada a mediastino ocurrida posteriormente a una criptococosis pulmonar
primaria (76).

1.5 Agentes Etiolégicos: Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii

1.5.1 Caracteristicas generales

Cryptococcus neoformans y C. gattii por lo general presentan ambos formas de
levadura esférica, ovoide y a veces de forma alargada, con gemacién unipolar o

multipolar (Figura 2). Crecen bien a 37°C en los medios de cultivo habituales de

micologia, como el de agar Sabouraud dextrosa (SDA) y no forman pseudomicelio.

URMIM

Figura 2: Células levaduriformes capsulares de Cryptococcus. A la derecha levaduras con
gemacioén unipolar, alaizquierda levaduras con gemacion multipolar. Preparacién de tinta china
objetivo 100x.

Ciertas caracteristicas morfologicas se asocian especialmente con cada una de las
dos especies. Las colonias de C. gattii crecen sobre los medios convencionales
generalmente mas mucosas y mas humedas que las colonias de C. neoformans
(Figura 3). Se ha descrito que el pigmento de color marrén producido por las colonias
de C. gattii sobre el medio de cultivo de semillas de Guizotia abyssinica (Figura 4) es

13
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menos intenso que el de C. neoformans (15) y en cuanto a la forma que presentan las

levaduras de C. gattii se describen ligeramente mas elipticas (77).

Figura 3: Medio de cultivo SDA. Izquierda: C. neoformans, colonias cremosas. Derecha: C. gattii,
colonias mucoides.

Figura 4: Guizotia abyssinica. Colonias de Cryptococcus gattii pigmentadas con color marrén.

Las cepas de C. neoformans y C. gattii, presentan una capsula mucopolisacarida que
le confiere aspecto macroscépico mucoide, cremoso y color blanco amarillento a las
colonias crecidas en medios de cultivo SDA (Figura 3). Esta capsula en el huésped
infectado puede llegar a ser muy voluminosa con un diametro mayor que el de la
propia levadura (3,5-7 x 3,5-8 um). En cambio en cultivo, y luego de realizar varias
resiembras de la misma cepa en medio de Sabouraud, la capsula disminuye su

tamafio y puede llegar a perderse.

La capsula polisacérida no se tifie con los colorantes habituales de microbiologia,

como el Gram o el Giemsa, por el contrario, se evidencia por contraste negativo, como

14
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un espacio claro alrededor de la célula levaduriforme. El liguido de montaje mas
utilizado para este fin es la tinta china (Figura 5), que permite la visualizacion con
contraste oscuro sobre el que destaca la célula con su capsula. Si se dispone de ellas,
la tincion de mucicarmin permite la tincion de los mucopolisacaridos y la de Gomori-

Grocott que tifie la pared celular (Figura 6) también son de gran utilidad (78).

URMIM
Figura 5: Levaduras capsuladas de Cryptococcus gattii, tincidon de tinta china

Figura 6: Biopsias- cortes histolégicos. Izquierda: coloracién de Mucicarmin (100x), se observan
estructuras levaduriformes color rojo. Derecha: Coloracion de Gomori-Grocott (40x), se observan
estructuras levaduriformes color negro.

1.5.2 Identificacion y serotipado

Una de las técnicas mas conocidas por diversidad de autores, utilizada para la
serotipificacién de Cryptococcus neoformans y C. gattii, es la prueba de “Crypto Check
latron” (latron Laboratorios Inc., Co. 1-11-4 Higashi-Kanda. Chiyoda-ku, Tokio 101,
Japan), en donde mediante aglutinaciébn con particulas de latex recubiertas con

antigenos de Cryptococcus se puede conocer el serotipo correspondiente.
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Lamentablemente, estos reactivos no se encuentran disponibles hoy dia para su uso
comercial, no obstante algunos autores han producido sus propios antisueros
policlonales en conejos (79).

Ambas especies de Cryptococcus, poseen caracteristicas generales comunes que no
permiten identificar cada especie por separado en un laboratorio de rutina. Ambas
especies son ureasa positivo al sembrarlas en medio de urea de Christensen, poseen
capsula que se evidencia con la tinta china y si se aplica alguna técnica de
identificacion comercial de levaduras como por ejemplo Auxacolor 2™ colorimetric
system® (BioRad, Marmes-la-Coquette, France) o el Sistema APl 20C AUX Clinical
Yeast System (bioMerieux Vitek, Hazelwood, Mo.), el resultado que se obtiene para las

dos especies, es el mismo, Cryptococcus neoformans (Figura 7).
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Figura 7: AUXACOLOR™2. Técnica comercial (BloRad®) para la identificacion de levaduras,
basada en el auxonograma, asimilacién de azlicares. Germen identificado: C. neoformans.

Existen varias formas de identificar a nivel de especie C. neoformans y C. gattii. Una
de ellas es a través de la capacidad de crecimiento en medio enriquecido con
canavanina y glicina (80). El medio de cultivo CGB, llamado asi por presentar en su
composicién Canavanine-Glycine-Bromotymol blue. Cryptococcus gattii, a diferencia
de C. neoformans, es capaz de utilizar la glicina como Unica fuente de carbono,
ademas siendo resistente a la canavanina, crece en éste medio de -cultivo,
produciendo la alcalinizacion del medio, lo cual se evidencia con la aparicion del color
azul intenso (Figura 8). Esta alcalinizacion resulta de la liberacién de amonio durante
la degradacion de la glicina (81). Otra forma tradicional de identificar a C. neoformans
y C. gattii, es a través de la asimilacion de D-prolina y D-triptéfano C. gattii utiliza

ambos aminoacidos como fuente de nitrégeno (82).
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Figura 8: Medio de cultivo CGB. El color azul corresponde a aislados de C. gattii, el color amarillo
original del medio corresponde a cepas de C. neoformans sembradas.

Mediante técnicas de biologia molecular y genotipificacion, también se puede realizar
la identificacibn de especies de levaduras de Cryptococcus. Se ha comentado
anteriormente el trabajo realizado por Boekhout en 2001 (17), en donde utilizando la
AFLP se identificaron las especies C. neoformans y C. bacillisporus. También existen
otros trabajos mas recientes como el de Ito-Kuwa et al (83) en donde logran
identificarlos serotipos de ambas especies mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).

1.5.3 Factores de patogenicidad

Entre los factores que se consideran responsables del poder patdogeno de
Cryptococcus se encuentran la capsula, la capacidad de adherencia (38) y las
proteinas con actividad enzimatica, como las proteinasas (84), las fosfolipasas (85), la

fenoloxidasa (86) y la ureasa (57).

1.5.3.1Capsula

La capsula de C. neoformans es un polisacarido compuesto principalmente por xilosa,
manosa y acido glucurénido. Esta composicion particular de la capsula de
Cryptococcus lo distingue de otros hongos de interés clinico, ya que no contiene
almidén, glicogeno, ni sulfato de mucoitina (1). Por el contrario, contiene gran variacion
en la estructura polisacarida, produciendo diferentes reacciones antigénicas y en base
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a ello, las cepas de Cryptococcus neoformans y C. gattii se dividen en 4 serotipos A, D

y B, C, respectivamente.

Mediante gran variedad de técnicas se puede visualizar la presencia de la capsula con
aplicacion de tincién de tinta china, reacciones inmunoldgicas (inmunofluorescencia)
y microscopia electronica. La capsula se encuentra inmediatamente fuera de la pared
celular, las uniones bioguimicas que las mantienen unidas no se conocen
completamente, pero se piensa que se trata de uniones no covalentes. El tamafio
puede ser variable desde <lum a >50 um de diametro, dependiendo de la cepa,
medioambiente y las condiciones de crecimiento (38). En el huésped infectado, las
cepas de Cryptococcus neoformans presentan una capsula que puede ser muy
voluminosa con un didmetro varias veces mayor que el de la misma célula (Figura 5).
Al realizar cultivos sucesivos de las cepas, la capsula puede reducir su tamafio e

incluso puede llegar a perderse.

Se conoce que la capsula es un factor de patogenicidad importante para la virulencia
de cepas de C. neoformans; ya que se ha demostrado que bloqueando los diversos
genes que intervienen en su sintesis, se pueden obtener in vitro aislados acapsulares

avirulentos para modelos marido (87).

1.5.3.2Ureasa

Es una niquel-metaloenzima cuya funcion es catalizar la hidrélisis de la urea a amonio
y carbamato. La actividad ureasa se utiliza rutinariamente como una prueba de
identificacion de esta levadura mediante el medio de ureasa de Christensen (88)
(Figura 9) y de algunos otros hongos patdgenos, como dermatofitos (T.
mentagrophytes). Como factor de patogenicidad en el desarrollo de la criptococosis
meningea, se ha descrito que la ureasa puede contribuir al paso de estas levaduras a

través de la barrera hematoencefalica (89).
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Figura 9: Medio de cultivo Urea de Christensen.

Olszewski et al (90), estudiaron el posible poder patégeno de la ureasa, al comprobar
in vivo que la diseminacion del Cryptococcus (H99-ureasa+) hacia el cerebro, ocurria
acompafado de secuestro masivo de levaduras por la via de los microcapilares y que
por el contrario no ocurrié en el grupo de animales inoculados con la cepa knockout

useasa (-).

Ocasionalmente se han descrito cepas de Cryptococcus neoformans no productoras
de ésta enzima (91) pero la gran mayoria dan positiva en la prueba de la ureasa de
Christensen (88). Kwon-Chung et al (11) en 1987 describieron como un fenébmeno
diferencial de la variedad gattii, la supresion de la actividad ureasa por efecto del
agente quelante EDTA (&cido etilendiaminotetraacético). Pero hasta ahora, no existen
publicaciones que describan diferencias cuantitativas en la produccion de ureasa por
C. gattii.

1.5.3.3Lacasa

Otro factor de patogenicidad atribuido a Cryptococcus neoformans que se ha
considerado de gran importancia, es la capacidad de producir melanina debida a la
actividad enzimatica de la lacasa (fenoloxidasa), esta enzima también se ha descrito
en otros hongos patogénicos del género de Histoplasma, Blastomyces y Sporothrix
(92). La melanina se produce en presencia de compuestos dihidroxifendlicos o
poliaminobencénicos, de oxigeno molecular y en condiciones de bajo contenido de
glucosa. La lacasa del género Cryptococcus se encuentra unida a la pared celular (93)
y a la melanina resultante de su actividad se le atribuyen efectos de proteccion contra
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los antioxidantes, dando soporte a la integridad de la pared celular, proteccién frente a
temperaturas extremas, interferencia con la fagocitosis mediada por anticuerpos y con

la respuesta de los linfocitos T (38,94).

También se le ha considerado una defensa contra diversas proteinas microbicidas (86)
y se le ha atribuido una reduccién en la sensibilidad a algunos antifingicos como
anfotericina B y caspofungina (95). La sintesis de la lacasa est4d regulada
genéticamente habiéndose demostrado la participacion del gen CNLACL1 (96), y mas
recientemente de otros 5 genes adicionales, Ccc2, Atx1, Chs3, Mbfl y Snf5 (97).

1.6 Genomade Cryptococcus

Utilizando técnicas innovadoras de biologia molecular aplicadas al area de genética
microbiana y patogénesis, en 1999, se inici6 el proyecto de un gran grupo de
investigadores para secuenciar el genoma de Cryptococcus neoformans (98). El
objetivo de éste proyecto es obtener la secuencia completa del genoma de al menos
dos y posiblemente cuatro cepas que representen la mayoria de los

serotipos/variedades/especies de éste organismo.

Este proyecto de genoma de C. neoformans ha realizado grandes avances,
construyendo librerias gendmicas de cepas de referencia del serotipo A (H99/125.91),
del serotipo D (JEC20/JEC21) y del serotipo B (WM276/E566), permitiendo que ésta
informacion sea accesible para poder utilizarla en investigacion de genomica y

proteémica.

Los trabajos mas recientes acerca del genoma de este basidiomiceto, ha sido
realizado por Loftus et al en 2005 (99). Estos autores describen que el genoma de
Cryptococcus neoformans tiene aproximadamente 20 megabases de longitud,
organizados en 14 cromosomas Yy con abundantes intrones en sus genes,
aproximadamente 6500. El estudio profundo de la secuencia del genoma de
Cryptococcus neoformans sera de mucha utilidad para el conocimiento de la biologia y
patogenicidad de los basidiomicetos, los cuales pueden permitir el desarrollo de
estrategias moleculares en modelos animales para identificar y caracterizar blancos

potenciales para las drogas antifingicas del futuro.
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Los genes que despiertan mayor interés para ser utilizados como modelos marcadores
de la patogenicidad, son aquellos que se encuentran relacionados con los factores de
virulencia de Cryptococcus. Estos genes se pueden dividir en dos grupos (100):

-Factores genéticos de regiones conservadas (no esenciales):
El gen CNLAC1, CNA1 (calcineurin A), el GPA1 (subunidad a de la proteina G)
y el STE12a (interviene en expresion del mating type).

-Factores genéticos Cryptococcus-especificos:
Entre ellos se encuentran los 4 genes capsulares CAP59, CAP64, CAP60 y
CAP10.

1.6.1 Gen CNLAC1

Gracias a las técnicas de biologia molecular, en 1994, se realizaron varios estudios
relacionados con el genoma y los genes de los 4 serotipos de Cryptococcus

neoformans y C. gattii, que para ese entonces considerada una variedad.

Wikes et al en 1994, definieron la localizacién cromosémica de 10 genes, entre ellos el
CNLAC1 (101). P.R. Williamson, en el mismo afio, identifico la enzima fenoloxidasa del
Cryptococcus neoformans como una lacasa, tanto a nivel bioquimico como molecular
(96), en su trabajo este autor, cloné y secuencié este gen utilizando una cepa de
Cryptococcus neoformans serotipo D. Describe que el gen de la lacasa esta formado
por una regién simple que codifica a una estructura polipeptidica de 624 aminoécidos
de longitud y que contiene 14 intrones con longitudes variables desde 52 hasta 340
pares de bases (pb).

El gen de la lacasa es una regidon conservada en muchos hongos ascomicetos y
basidiomicetos. Estudios genéticos sugieren que la sintesis de la melanina mediada
por la enzima lacasa, es un factor de virulencia de las cepas de Cryptococcus.
Estudios realizados in vivo, en modelos animales donde se ha interrumpido
completamente o knock-out el CNLAC1 en cepas salvajes (100) se observo que las
cepas mutadas tenian menos virulencia que las cepas salvajes. Por lo tanto, parece
ser que este factor de patogenicidad es tan importante y necesario como el conjunto
de enzimas, capsula y otros mas que, al menos, Cryptococcus gattii y C. neoformans

poseen para poder generar la enfermedad.
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1.7 Métodos para evaluar in vitro la sensibilidad antifungica

Se han descrito diversos métodos para conocer la sensibilidad in vitro de
Cryptococcus neoformans a los antifingicos utilizados en el tratamiento contra la
criptococosis y para evaluar nuevos antifingicos propuestos. Estos métodos son
diferentes entre si y podemos encontrar técnicas cualitativas, semicuantitativas y

cuantitativas.

El método clasico utilizado para evaluar la sensibilidad de los microorganismos, sobre
todo bacterias, es la técnica cualitativa de Kirby Bauer (102) pero en el caso especifico
de los antifiingicos, a pesar de haberse estandarizado por el CLSI en el documento
(103) éste método tiene la limitante de no considerarse adecuado para los antifingicos

no hidrosolubles como la anfotericina B.

Actualmente, se utiliza y es altamente recomendado evaluar la sensibilidad antifungica
mediante el método cuantitativo de concentraciones minimas inhibitorias (CMI),
siguiendo métodos estandarizados por instituciones acreditadas, como es el caso del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), antiguamente conocido como
National Committee for Clinical Standars (NCCLS).

Existen varias guias editadas por el CLSI, en donde se dictan las pautas para realizar
este método de microdilucion en caldo, la mas recientemente publicada es la guia
M27-A3 (104) que reemplaza a la guia anterior M27-A2 (105). En ésta nueva edicion,
se han modificado diversos puntos importantes, como por ejemplo la definicién
conceptual de una CMI, en donde ahora, es incluida una escala numérica para facilitar

la interpretacion de la accién del antimicrobiano. El nuevo concepto es el siguiente:

CMI: es la concentracion mas baja de un agente antimicrobiano que provoca
una reduccién especifica en el crecimiento visible de un microorganismo, tanto en agar
como en pruebas de sensibilidad de dilucion en caldo. La magnitud de la disminucion

del crecimiento visible es evaluada utilizando una escala numérica:

- 0 (cero): visualmente claro.

- 1: ligeramente turbio

- 2: disminucion prominente del crecimiento visible (aprox. 50%).
- 3: ligera reduccion del crecimiento visible

- 4: ninguna reduccion en el crecimiento visible.
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Se han realizado estudios para poder estandarizar esta técnica (106-108) y gracias a
ellos se llegd a un consenso para la interpretacion y validez de los valores de CMI
obtenidas para Candida. Estos valores también son utilizados por la mayoria de los
microbidlogos, para interpretar la sensibilidad de Cryptococcus neoformans. Los
puntos de corte para clasificar las cepas de Candida spp y Cryptococcus neoformans
en sensible (S), sensible dependiente de la dosis (SDD) o resistente (R) al fluconazol e
itraconazol, son los siguientes (105) (Tabla 3):

Antifangico S (ug/mL) SDD (pg/mL) R (pg/mL)
Fluconazol <8 16-32 =64
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 21

Tabla 3: Punto de corte de fluconazol e itraconazol para cepas de Candida spp. Tomado de manual
NCCLS M27-A2 (105).

Actualmente no existen criterios aprobados para voriconazol o posaconazol para
ninguna especie fingica. Sin embargo, son muy utilizados los propuestos por Pfaller et
al para el voriconazol (109):

Antifingico S (ug/mL) SDD (ug/mL) R (ng/mL)

Voriconazol <1 2 >4

Tabla 4: Puntos de corte de voriconazol para cepas de Candida spp. Tomado de Pfaller et al JCM
2006 (109).

En el continente europeo, existen otros métodos estandarizados para determinar la
sensibilidad de microorganismos a los antimicrobianos, como por ejemplo el
documento EDef 7.1, que dicta las normas para realizar la técnica de determinacién de
sensibilidad de levaduras fermentadoras para agentes antifiingicos con diluciéon en
caldo (110). Estas guias fueron aprobadas y editadas por la organizacién denominada
European Comité for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) y la técnica es

conocida popularmente como método EUCAST.

Existen métodos alternativos comerciales para obtener valores de CIM, tal es el caso

del sistema Etest® comercializado por AB Biodisk (Solna). Esta técnica cuantitativa de
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difusién en agar esta basada en tiras impregnadas con antifingico, en un gradiente
variable de concentracién. Su correlacion con el método del CLSI varia segun los
estudios realizados y depende de varios factores como son: los medios de cultivo
empleados, tiempo de incubacién y sobre todo la interpretacion de la lectura del elipse
de inhibicion.

Hay muy pocos estudios que correlacionen los resultados obtenidos in vitro con la
respuesta terapéutica in vivo. Es aceptado que una cepa sensible in vitro no es
suficiente para predecir un éxito terapéutico, pero un valor alto de CIM a un
determinado antifungico puede predecir un fallo terapéutico (111,112).

La prediccion del éxito terapéutico al iniciar el tratamiento en caso de una criptococosis
ha sido estudiada por Larsen et al en 2005 (113), quienes investigaron la correlacion
de los resultados de sensibilidad in vitro con la respuesta in vivo en modelo murido al
fluconazol, observando que era posible predecir el éxito terapéutico con los valores de

las CMI, obtenidas por el método de macrodilucién.

Los antifiingicos utilizados para el tratamiento de la criptococosis son anfotericina B
(AB) desoxicolato o asociada a lipidos sola 0 en combinacién con 5-fluorocitocina
(5FC), pero también se puede utilizar el fluconazol i/v o por v/o, en enfermos
inmunocompetentes, como terapia alternativa o complementaria o para profilaxis
secundaria. También se ha propuesto al itraconazol (ITZ) como terapia de

mantenimiento para evitar recidivas (114).

1.7.1 AnfotericinaB

La anfotericina B (AB) es una molécula poliénica que se administra por via
endovenosa en solucion con suero glucosado. Es ideal como tratamiento de eleccion
ya que tiene actividad fungicida y a pesar de que no atraviesa bien la barrera
hematoencefélica es muy eficaz para combatir esta micosis. Su administracion
produce numerosos efectos secundarios, producto de su alta nefrotoxicidad,
ocasionando un aumento de los niveles de creatinina. Tambien puede producir fiebre,

escalofrios, shock e hipotension (115).

Para reducir su toxicidad se ha incorporado la molécula de AB a cépsulas formadas
por liposomas, también se han producido asociaciones con otras sustancias lipidicas.

Para evaluar su eficacia, existen numerosos trabajos que han demostrado que se
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puede elevar la dosis manteniendo una buena tolerancia (116,117). Sin embargo su
uso es limitado en ciertos paises donde la criptococosis es endémica, debido al
elevado precio de los derivados lipidicos (AmBisome® Astellas Pharma US, Inc,
Abelcet® Enzon Piscataway NJ).

1.7.2 5-Fluorocitosina

En 1964 se demostré que la 5-fluorocitosina (5FC) tenia actividad antifangica, y que
podia usarse de forma oral para el tratamiento de la criptococosis. Sin embargo la
aparicion de cepas resistentes de Candida albicans en el curso de monoterapia limitd
su uso. En 1979, Bennett (118) demostré por primera vez el efecto sinérgico de la
asociacion de AB y 5FC en el tratamiento de la meningitis, incluyendo la ventaja de la
disminucién de la toxicidad renal, puesto que la asociacion permite reducir la dosis de
AB.

La 5FC es una molécula derivada de las pirimidinas fluoradas. Es hidrosoluble y tiene
poca toxicidad aunque en algunos casos puede ocasionar efectos secundarios como
leucopenia y trombocitopenia (119). Se puede administrar por via oral o i/lv y se ha

demostrado que tiene una amplia difusién hacia el LCR.

Para ampliar las posibilidades de tratamiento de la criptococosis se van evaluando en
diferentes modelos animales otras asociaciones terapéuticas como AB o 5FC junto a
fluconazol (120), itraconazol con 5FC (121) y micafungina combinado con AB (122)

entre otras, mostrando todas estas combinaciones buena actividad sinérgica.

1.7.3 Antifingicos triazélicos

1.7.3.1Fluconazol

La alteracién de la membrana de la célula fungica por inhibicion de la sintesis del
ergosterol es el mecanismo de accién de los azoles. En la via enzimatica del
ergosterol por accién de los antifungicos azélicos se bloquea la produccién del
lanosterol, ocasionando que se incremente su concentracion (123). Al no producirse la
demetilacion del lanosterol, por accion de la enzima citocromo P450 14 a-demetilasa,
los grupos intermediarios 14-metilados (14-metilergostal-8,24-(28)-dien-3,6-diol) son

toxicos y responsables de la inhibicién del crecimiento fungico.
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Dado que en los mamiferos también ocurre el paso enzimatico del lanosterol a
colesterol, existe la posibilidad de que aparezcan efectos adversos en las células
hepaticas. Mutaciones en el gen ERG11 pueden conferir resistencia en las levaduras a
los azoles (124,125).

El fluconazol (FNZ) es un agente quimico hidrosoluble y se une muy escasamente a
las proteinas plasmaticas. Su absorcion oral es muy rapida y completa; después de
una dosis 100 mg, la C,,ox €s de 2 pg/ml, la cual se alcanza entre 2 y 4 horas. La vida
media es de 24 horas y la farmacocinética es lineal con el incremento de la dosis. Una
de las caracteristicas del FNZ mas destacada es la penetraciébn en los liquidos
biolégicos de todo el organismo. En el LCR de los pacientes con meningitis, se
alcanzan niveles similares a los plasmaéticos, llegando a picos de 3-6 pg/ml, con dosis
de 100 mg/dia (126).

1.7.3.2ltraconazol

El Itraconazol (ITZ) es una molécula lipéfila e insoluble en agua. Se une fuertemente a
las proteinas plasmaticas (99%) (127) y difunde pobremente al LCR, orina y otros
liguidos biol6gicos, pero se acumula bien en tejidos adiposos como en el SNC. Se ha
utilizado en ocasiones como tratamiento de la meningitis criptococosis en ciertos

pacientes (128), aungue no es considerado como primera opcion.

1.7.3.3Voriconazol

El voriconazol (VNZ) no forma parte de la terapia antifungica de eleccion del
tratamiento de la criptococosis. A pesar de ello, se han realizado estudios para evaluar
la eficacia de ésta droga en modelos muridos con meningitis criptococosica,
demostrando que in vitro tiene excelente actividad antifingica, con buenos niveles en

el LCR y con evidencia de buena respuesta clinica (129).

1.7.3.4Posaconazol

El antifangico azélico mas nuevo que se encuentra comercializado es el Posaconazol
(POS). Su formula quimica es mas parecida al Itraconazol que al FNZ (127). Se ha
probado in vitro e in vivo la actividad antifingica combinado con AB en modelos
animales infectados con Cryptococcus neoformans; pero no presenté mayor actividad

antifingica que la AB sola (130).
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1.8 Resistenciaalos antifungicos en Cryptococcus gattii y C. neoformans

Los nuevos antifingicos lipopéptidos derivados de las equinocandinas como
caspofungina y anidulofungina no son activos sobre Cryptococcus, por el bajo
contenido de B-glucanos de la pared celular (131), no obstante, en los tratamientos
aplicados con antifungicos activos en pacientes con criptococosis, no es comun que se
presente resistencia a los antifungicos utilizados; pero cada vez mas se observan
cepas con resistencia marcada en especial a FLZ (132,133), las cuales han de ser
confirmadas con pruebas estandarizadas que evallen su sensibilidad y/o resistencia.

Algunos casos se han descrito al respecto, uno de ellos se refiere al uso de la 5FC sin
combinar con AB. Speller et al en 1977 (134), describié un cuadro clinico de meningitis
criptocdsica tratada en un principio solamente con 5FC, a la que luego se le adicioné
AB. Se observo fallo terapéutico y desarrollo de resistencia confirmada in vitro, por

parte de la cepa de Cryptococcus neoformans aislada.

Recientemente Khyriem et al en 2006 (135), describieron una cepa aislada de un
paciente de sureste de India de Cryptococcus neoformans var gattii resistente tanto a
AB (CIM=32 pg/mL) como a FLZ (CIM=64 pg/mL).

Bicanic et al, en 2006 (136) describieron la existencia de cepas de Cryptococcus
neoformans emergentes con sensibilidad disminuida o resistencia a FNZ (CMI>64
pug/mL) presentes en segundos episodios de criptococosis meningea. Hasta ahora se
han descrito pocos casos de resistencia a estos antifingicos cominmente utilizados.
Pero, la sensibilidad parece variar dependiendo de la especie y la region geografica
origen de la cepa, por ejemplo, se ha descrito que los aislamientos procedentes de
Africa son mas sensibles a fluconazol que los de Asia o Europa (137-139). Quindos et
al (140), comentan que la resistencia in vitro a voriconazol de Cryptococcus
neoformans obtenidos de aislados clinicos espafioles es poco frecuente y que

presenta tendencia a disminuir.

La criptococosis meningea sin tratamiento suele tener un curso fatal pudiendo
presentarse un elevado niumero de casos de mortalidad, por lo tanto la eficacia del
tratamiento dependera de la gravedad de los sintomas, del estado inmunitario del

paciente y de la virulencia de la cepa.
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2 Interés y Justificacion del estudio

La patologia producida por C. gattii, se asemeja en muchos casos a la producida por
los patégenos primarios, por el hecho de ser capaz de afectar a personas y/o animales

inmunocompetentes.

La criptococosis por esta especie hasta ahora ha sido considerada una micosis de
mayor prevalencia en paises tropicales o sub-tropicales. Se han descritos casos en
practicamente todo el mundo, siendo mas abundante en Australia seguida de América
y Africa. Los casos clinicos descritos en paises europeos donde la criptococosis no es

endémica, por supuesto se consideran excepcionales.

En Espafia se han reportado casos autoctonos de criptococosis tanto en humanos
como en animales y se ha tratado de establecer alguna relacion entre los pacientes y/o
el ambiente que los rodeaba, con algun elemento “importado” (como arboles de
Eucalipto 0 aves exoticas) perteneciente quiza a algun pais tropical o subtropical. Ni
en el caso descrito por Baro et al, acerca de los brotes de criptococosis ocurridos en
rebafios caprinos en Extremadura (41) y diagnésticados en la Facultad de Veterinaria
de Extremadura por Dr. M. Hermoso de Mendoza, ni en el caso sefialado por Colom et
al (42) del caso autoctono de un paciente masculino residente de Alicante, el cual
desarrollé criptococoma cerebral por C. gattii, fue posible esclarecer como ocurrié la

adquisicion de la enfermedad.

Cuando el niumero de casos de criptococosis localizados en paises de clima templado
aumenta en un periodo corto de tiempo, es necesario considerar la alerta
epidemioldgica. El brote mas recientemente reportado fue el de La isla de Vancouver,
British Columbia (BC) en Canada, en 1999. Provocando que las autoridades sanitarias
de la zona (British Columbia Centre for Disease Control) incluyeran a la criptococosis

en la lista de enfermedades de notificacion obligatoria.

Al ser considerado Cryptococcus gatti como una nueva especie separada
filogenéticamente de C. neoformans y al actuar patolégicamente como un patégeno
primario infectando sujetos inmunocompetentes; seria posible demostrar diferencias
en sus factores de patogenicidad y en los patrones de sensibilidad con respecto al C.

neoformans.
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3 Objetivos del estudio

Estudiar en Cryptococcus gattii serotipos B y C, y C. neoformans serotipos A y D; las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de dos de los factores de patogenicidad
considerados mas importantes y analizar los patrones de sensibilidad a los
antifungicos, utilizados para el tratamiento de la criptococosis y a los antifingicos de

ultima generacion.
Para realizar el objetivo principal del estudio, nos propusimos los siguientes:

1. Evaluar la actividad ureasa de C. neoformans y C. gattii, y establecer

si existen diferencias en entre las dos especies.

2. Estudiar la actividad fenoloxidasa (lacasa) de cepas de C. gattii aislados
de cabra con criptococosis comparandola con la actividad de esta enzima en
cepas de C. neoformans.

3. Obtener un segmento del gen CNLAC1 especifico de Cryptococcus
gattii, serotipos B y C, que sea utilizado en la trascripcion de la enzima lacasa.

4, Establecer patrones de sensibilidad de C. neoformans y C. gattii a los

antifngicos triazoles utilizados para el tratamiento de la criptococosis, asi

como para el nuevo azol comercializado, el Posaconazol.
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4 Materiales y Métodos

4.1 Codificacién de las cepas utilizadas

Todas las cepas de Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii utilizadas en éste
trabajo pertenecen o se encuentran almacenadas de la coleccion de la Unitat de
Recerca en Malalties Infeccioses i Micologia (URMIM), del Institut Municipal de
Investigacié Medica (IMIM); ubicada en el edificio del Parc de Recerca Biomédica de
Barcelona (PRBB). Cada uno de los aislados estan almacenados en criotubos en una
suspecion de agua destilada estéril a 4°C, en leche desnatada estéril y perlas a -20°C.
Actualmente, las cepas también se encuentran en el laboratorio de Micologia, Facultad

de Medicina de la Universidad Miguel Hernandez en Sant Joan d’Alacant, Alicante.

La codificacion utilizada para la identificacion de las cepas en este trabajo es la
siguiente:

Xn% = Al69a
En donde

X: corresponde a la letra en mayuscula del serotipo A, B, C, D al cual

pertenece el Cryptococcus neoformans o C. gattii.

n°: corresponde al nimero de entrada en el laboratorio URMIM, se asigné el
namero en que eran registradas al ser recibidas en la unidad.

y: corresponde a la letra en minuscula (a 6 c) del origen ambiental 6 clinico de

la cepa en cuestion.

En este trabajo existen cepas con nomenclatura que no se corresponden a la
codificacién anterior, esto se ha realizado asi, para respetar los nimeros primarios de
los autores originales de los aislados, asi como, para mantener uniformidad con

articulos publicados en los cuales se han utilizado estas cepas.

Dos cepas de C. gattii serotipo C, TIMM1315 e IFM5875, fueron generosamente
cedidas por el Dr. Valerio Vidotto del Laboratorio de Micologia Medica, Dipartimento
Discipline Medico-Chirurgiche, Sezione Microbiologia Clinica, Universita di Torino y por
el Dr. Shigeji Aoki de la Nippon Dental University at Niigata, Departamento Advanced

Research Center.

33



Materiales y Métodos

4.2 Cepas utilizadas en cada objetivo del estudio

4.2.1 Objetivo 1

Evaluar la actividad ureasa de C. neoformans y C. gattii, y establecer si existen

diferencias en entre las dos especies.

CEPAS | SEROTIPO ESPECIE ORIGEN Pais
Al69a A C. neoformans | Heces paloma Brasil
Al78c A C. neoformans LCR Espafa
A33c A C. neoformans Sangre Espafa
A25c A C. neoformans LCR Espafa
A95a A C. neoformans | Heces paloma Espafa
A84c A C. neoformans LCR Espafia

A2a A C. neoformans | Heces paloma Espafa
A74c A C. neoformans LCR Espafa
Ala A C. neoformans | Heces paloma Espafa

Al46a A C. neoformans Arbol Espafa
Adlc A C. neoformans LCR Espafia
A76a A C. neoformans | Heces paloma Espafa
Al186¢c A C. neoformans LCR Espafa
A158c A C. neoformans LCR Espafa
A43c A C. neoformans Orina Espafa

D6c D C. neoformans LCR Espafia
D179c D C. neoformans LCR Espafa
Dic D C. neoformans LCR Espafa
D99c D C. neoformans LCR Espafia
D12c D C. neoformans LCR Espafia

D297c D C. neoformans LCR Espafia
D94c D C. neoformans Médula 6sea Espafa
D145c D C. neoformans LCR Espafa
D181c D C. neoformans LCR Espafia
D97c D C. neoformans LCR Espafia
GR-56 B C. gattii Intestino cabra Espafia
GR-46 B C. gattii Cabra Espafa
B269c B C.gattii LCR México
B104c B C. gattii Cheeta Cuba
B432c B C. gattii LCR México
B75a B C. gattii Heces paloma Brasil
BV19* C C. gattii LCR Venezuela
GR-52 B C. gattii Cerebro cabra Espafa
GR-53 B C. gattii Pulmén cabra Espafia

HO058** C C. gattii Arbol Colombia
C24a C C. gattii Arbol Brasil
B267c B C. gattii LCR México
B74a B C. gattii Arbol Brasil
GR-50 B C. gattii Pulmén cabra Espafia
GR-48 B C. gattii Pulmén cabra Espafia
GR-59 B C. gattii Pulmén cabra Espafia
B162a B C. gattii Arbol Pert
B268c B C. gatti LCR México
4506+ B C. gattii Arbol Australia

Tabla 5: Cepas utilizadas para la determinacion de la actividad ureasa (n=44).
*En el articulo n°l, estas cepas corresponden a *417C, **160A y ***161A.
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4.2.2 Objetivo 2

Estudiar la actividad fenoloxidasa (lacasa) de cepas de C. gattii aislados de cabra con
criptococosis comparandola con la actividad de C. neoformans.

CEPAS | SEROTIPO ESPECIE ORIGEN Pais
Al46¢c A C. neoformans LCR Espafia
A74c A C. neoformans LCR Espafa
D297c D C. neoformans LCR Espafa
D12c D C. neoformans LCR Espafia
B432c B C. gattii LCR Méjico
4506 B C. gattii Ambiental Australia
GR-52 B C. gattii Cerebro cabra | Espafia
GR-59 B C. gattii Pulmén cabra | Espafia
GR-48 B C. gattii Pulmon cabra | Espafia
GR-50 B C. gattii Pulmon cabra | Espafia
GR-53 B C. gattii Pulmon cabra | Espafia
GR-56 B C. gattii Intestino Cabra | Espafia
HO058 C C. gattii Arbol Colombia
BV19 C C. gattii LCR Venezuela

Tabla 6: Cepas utilizadas en la determinacidn de la actividad fenoloxidasa (n=14).

4.2.3 Objetivo 3

Obtener un segmento del gen CNLAC1 especifico de Cryptococcus gattii, serotipos B

y C, que sea utilizado en la trascripcion de la enzima lacasa.

CEPAS | SEROTIPO ESPECIE ORIGEN Pais
Al7c A C. neoformans LCR Espafia
Al9c A C. neoformans LCR Espafa
A74c A C. neoformans LCR Espafa
Al46c A C.neoformans LCR Espafa
Al48c A C. neoformans LCR Espafa
A469c A C. neoformans LCR Espafa
A473c A C. neoformans LCR Cuba
Al101c A C. neoformans BAL Cuba
A102c A C. neoformans LCR Espafia
Al22a A C. neoformans | Heces paloma Espafa
Al29a A C. neoformans | Heces paloma Chile
Al45a A C. neoformans Arbol Chile
Al77a A C. neoformans Arbol Turquia
Al78a A C. neoformans Arbol Turquia
B48c B C. gattii Pulmén cabra Espafia
B50c B C. gattii Pulmén cabra Espafia
B52c B C. gattii LCR cabra Espafia
B53c B C. gattii Pulmén cabra Espafia
B56¢ B C. gattii Intestino cabra Espafia
B58c B C. gattii LCR cabra Espafa
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B59c B C. gattii Pulmén cabra Espafa
B60c B C. gattii LCR cabra Espafa
B432c B C. gattii LCR Méjico
B470c B C. gattii LCR Espafa
B163c B C. gattii LCR Brasil
B170c B C. gattii LCR Brasil
B171c B C. gattii LCR Brasil
B172c B C. gattii LCR Brasil
B173c B C. gattii LCR Brasil
B174c B C. gattii LCR Brasil
B331c B C. gattii LCR Colombia
B46a B C. gattii avispero Uruguay
B73a B C. gattii Heces murciélago Brasil
B74a B C. gatttii Arbol Brasil
B162a B C. gatttii Arbol Pert
4506 B C. gattii ambiental Australia
C24a C C. gattii Arbol Brasil
BV19 C C. gattii LCR Venezuela
HO058 C C. gattii Arbol Colombia
TIMM 1315 C C. gattii desconocido Japon
D21c D C. neoformans LCR Espafia
D35c D C. neoformans LCR Espafia
D38c D C. neoformans LCR Espafia
D145c D C. neoformans LCR Espafa
D179c D C. neoformans LCR Espafa
D181c D C. neoformans LCR Espafia
D182c D C. neoformans Sangre Espafia
D183c D C. neoformans LCR Espafa
D297c D C. neoformans LCR Espafa
D9a D C. neoformans | Heces paloma Espafia
D1lla D C. neoformans | Heces paloma Espafia
D12c D C. neoformans LCR Espafa
D16a D C. neoformans | Heces paloma Espafia
D18a D C. neoformans | Heces paloma Espafia
D71a D C. neoformans | Heces paloma Espafia

Tabla 7: Cepas utilizadas en el estudio del gen CNLAC1 (n=55).

4.2.4 Objetivo 4

Establecer patrones de sensibilidad de C. neoformans y C. gattii a los antifingicos
utilizados para el tratamiento de la criptococosis, asi como para el nuevo azol

comercializado, el Posaconazol.

CEPAS | SEROTIPO ESPECIE ORIGEN Pais
A95a A C. neoformans Paloma Espafia
A97a A C. neoformans Paloma Espafa
Al18a A C. neoformans Paloma Espafa
Al119a A C. neoformans Paloma Espafa
Al48a A C. neoformans Paloma Espafa
Al7c A C. neoformans LCR Espafa
Al19c A C. neoformans LCR Espafa
A148c A C. neoformans LCR Espafa
A469c A C. neoformans LCR Espafa
A473c A C. neoformans LCR Cuba
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Al0lc A C. neoformans BAL Cuba
Al102c A C. neoformans LCR Cuba
A108c A C. neoformans LCR Cuba
A109c A C. neoformans LCR Cuba
All2c A C. neoformans Sangre Uruguay
A302c A C. neoformans LCR Uruguay
A304c A C. neoformans LCR Uruguay
A306¢c A C. neoformans LCR Uruguay
A307c A C. neoformans LCR Uruguay
A312c A C. neoformans LCR Colombia
A332c A C. neoformans LCR Colombia
A333c A C. neoformans LCR Colombia
A334c A C. neoformans LCR Colombia
A335c A C. neoformans LCR Colombia
A339c A C. neoformans LCR Colombia
B169c B C. gattii LCR Brasil
B48a B C. gattii Cabra Espafa
B50a B C. gattii Cabra Espafia
B52a B C. gattii Cabra Espafia
B53a B C. gattii Cabra Espafia
B56a B C. gattii Cabra Espafia
B58a B C. gattii Cabra Espafia
B59a B C. gattii Cabra Espafia
B60a B C. gattii Cabra Espafia
B470c B C. gattii LCR Espafia
B163c B C. gattii LCR Brasil
B170c B C. gattii LCR Brasil
B171c B C. gattii LCR Brasil
B172c B C. gattii LCR Brasil
B173c B C. gattii LCR Brasil
B174c B C. gattii LCR Brasil
B331c B C. gattii LCR Colombia
B168c B C. gattii LCR Brasil
B175c B C. gattii LCR Brasil
B257c B C. gattii LCR Méjico
B258c B C. gattii LCR Méjico
B416¢c B C. gattii LCR Venezuela
B260c B C. gattii LCR Méjico
B259c B C. gattii LCR Méjico
B261c B C. gattii LCR Méjico
BV19 C C. gattii LCR Venezuela
HO058 C C. gattii Arbol Colombia
C 24a C C. gattii Arbol Brasil
TIMM1315 C C. gattii desconocido | Jap6n
IFM5875 C C. gattii desconocido | Japdn
Dic D C. neoformans LCR Espafa
D2c D C. neoformans LCR Espafa
D3c D C. neoformans LCR Espafa
D6c D C. neoformans LCR Espafa
D13c D C. neoformans LCR Espafia
D32c D C. neoformans Sangre Espafa
D94c D C. neoformans | Medula 6ésea | Espafia
D97c D C. neoformans LCR Espana
D125¢ D C. neoformans LCR Argentina
D213c D C. neoformans LCR Argentina
D399¢c D C. neoformans Sangre Espafia
D21c D C. neoformans LCR Espafa
D35c D C. neoformans LCR Espafa

37



Materiales y Métodos

D38c D C. neoformans LCR Espafna
D188c D C. neoformans LCR Espafia
D145c D C. neoformans LCR Espafia
D192c D C. neoformans LCR Espafia
D183c D C. neoformans LCR Espafia
D191c D C. neoformans LCR Espafia
D311c D C. neoformans LCR Uruguay
D182c D C. neoformans Sangre Espafia
D187c D C. neoformans LCR Espafia
D309c D C. neoformans LCR Uruguay
D181c D C. neoformans LCR Espafia
D179c D C. neoformans LCR Espafia

Tabla 8: Cepas utilizadas en las pruebas de sensibilidad a los antifungicos (n=80).

4.3 Cepas de control de calidad

Las cepas de Candida parapsilopsis ATCC® 22019 y Candida krusei ATCC® 6258

provenientes de la coleccion ATCC® marca registrada de American Type Culture

Collection, fueron utilizadas para el estudio de sensibilidad a los antifingicos en los

ensayos desarrollados en esta tesis y cuyos valores limites de concentracion minima

inhibitoria se muestran en la Tabla 9.

Organismo Antifungico Rango (ug/mL)
Candida parapsilopsis ATCC® 22019 Fluconazol 0,5-4,0
Voriconazol 0,016-0,12
Posaconazol 0,06-0,25
Candida krusei ATCC® 6258 Fluconazol 8,0-64
Voriconazol 0,06-0,5
Posaconazol 0,06-0,5

Tabla 9: Limites recomendados para CMI (ug/mL) en 24 horas para las cepas ATCC® utilizadas
para Microdilucién en Caldo. Tomado de Manual M27-A2 (105).

En los articulos obtenidos durante el desarrollo de cada objetivo planteado en esta

tesis, se comenta la metodologia empleada para desarrollar cada uno de ellos.
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Objetivo 1

Objetivo 1

Articulo 1: Diferencias en la actividad de la enzima ureasa entre
Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii. Rev Iberoam Micol 2008;
25:51-55
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Diferencias en la actividad de la
enzima ureasa entre Cryptococcus
neoformans 'y Cryptococcus gattii

Josep M. Torres-Rodriguez', Eidi Alvarado-Ramirez' y
Ricardo Gutiérrez-Gallego?
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Unidad Docente del Instituto Municipal de Asistencia Sanitaria, Unversitat Autonoma de Barcelona;
*Departamento de Investigacion de Ciencias de la Salud, Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Espaiia

Se considera que la capacidad de Cryptococcus neoformans para sintetizar
ureasa es uno de sus principales factores de virulencia. Desde 2002 se acepta
que la variedad gattii de C. neoformans reune los atributos necesarios para
considerarse como una nueva especie, Cryptococcus gattii. No existen
estudios experimentales controlados que comparen el grado de actividad
ureasa de ambas especies. El objetivo de este trabajo ha sido analizar la
produccién de esta enzima en aislamientos de C. neoformans y C. gattii,
considerando la distribucién en serotipos de los aislamientos y su origen
(clinico o ambiental), utilizando un nuevo método semicuantitativo
estandarizado. Veinticinco aislamientos de C. neoformans y 19 de C. gattii
fueron sembrados en medio liquido de urea de Christensen para determinar la
produccion de ureasa por espectrofotometria. Como referencia se determino
la actividad de una unidad de ureasa (jack beans urease®, Sigma) sobre el
mismo medio de cultivo y se observd que el 50 % de la actividad enzimatica
correspondia a una densidad éptica de Asso = 0,215. Esta absorbancia permitio
clasificar la actividad ureasa para cada aislamiento de Cryptococcus.

Los resultados mostraron que bajo las mismas condiciones, estas levaduras
podian agruparse en dos categorias, bajas productoras de ureasa

(Asso < 0,215) y altas productoras (Asso > 0,215). A las 72 horas de incubacién,
el 76 % de los aislamientos de C. neoformans y el 15,8 % de los de C. gattii
resultaron altos productores de ureasa. El analisis estadistico mostré
diferencias significativas entre ambas especies (p = 0,016). Los resultados
obtenidos muestran que C. neoformans es mayor productor de ureasa que

C. gattii.

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Factores de patogenicidad,
Ureasa

Urease activity in Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii

Urease is an enzyme considered one of the main virulence factors in
Cryptococcus neoformans. Quantitative differences in urease production
between C. neoformans and the new species Cryptococcus gattii have not
been so far documented. Using a standardized method, 25 isolates of

C. neoformans and 19 of C. gattii were seeded in Christensen urea broth
medium for urease activity detection. Approximately, the 50 % of activity of
one unit of commercial jack beans urease (Asso = 0.215) was considered as a
reference to classified the Cryptococcus in two cathegories, low (Asso < 0.215)
or high (Asso > 0.215) urease producers. After 72 hours of incubation, 76 % of
C. neoformans and 15.8 % of C. gattii strains were high urease producers

(p = 0.016). Based on these results, the species C. neoformans appeared as
the highest urease producer. Other virulence factors should also be
investigated to explain C. gattii pathogenicity.

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Pathogenic factors, Urease
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La ureasa es una metaloenzima que cataliza la con-
version de urea a amonio y carbamato. La deteccién de
esta enzima se utiliza corrientemente como una prueba
para la identificacién de diversos microorganismos, entre
ellos Cryptococcus [1,19].

La ureasa es considerada junto con otras enzimas
(proteinasas, fosfolipasas y lacasas) como un importante
factor de virulencia [9,12,27]. Excepcionalmente se han
aislado cepas de Cryptococcus neoformans sin actividad
ureasa de pacientes con criptococosis [4].

Las dos antiguas variedades de C. neoformans se
han reclasificado en dos especies diferentes: C. neofor-
mans (serotipos A 'y D) y Cryptococcus gattii (serotipos B
y C) [17]. Practicamente todos los estudios realizados en
relacién a la actividad ureasa se han efectuado en C. neo-
formans o no se ha especificado la variedad utilizada.

La mayoria de los pacientes de criptococosis estan
infectados por C. neoformans variedad grubii (serotipo A),
que se aisla con mayor frecuencia de muestras ambienta-
les relacionadas, principalmente, con excrementos de palo-

mas [13,15,20]. C. neoformans var. neoformans (serotipo D)
también se ha aislado de muestras clinicas y ambientales
en determinadas areas geogréficas [3].

La nueva especie C. gartii presenta una distribucion
geografica mds restringida, obteniéndose del medio am-
biente, estando relacionada con material vegetal, si bien es
también agente etiol6gico de criptococosis humana y ani-
mal, produciendo en ocasiones verdaderas epidemias [2,14].
A pesar de que la mayor presencia de esta especie se ha
descrito en Australia, Nueva Zelanda y el continente ame-
ricano [23] también se ha encontrado en Europa inclu-
yendo Espafia [10,13], donde fue la causa de brotes epidé-
micos en cabras inmunocompetentes en la provincia de
Caceres [26].

La patologia producida por C. gattii puede ser simi-
lar a la ocasionada por hongos patégenos primarios, afec-
tando a sujetos no immunodeprimidos [24]. Por dicho
motivo es importante estudiar especificamente los factores
de patogenicidad de C. gattii, comparandolos con los que
han sido descritos para C. neoformans [5]

Tabla 1. Distribucién de las cepas evaluadas: especies, serotipos, origen humano, animal o ambiental. Lectura
espectrofotométrica (550 nm) de 25 aislamientos de C. neoformans y 19 de C. gattii cultivados en medio liquido de urea de

Christensen a las 72 h de incubacion.

Cepa Especie Serotipo Origen (55POaI:m) Absorbancia
169 A C. neoformans A ambiental Brasil 0,121
178C C. neoformans A clinica humana Espafa 0,146
33C C. neoformans A clinica humana Espafa 0,149
25C C. neoformans A clinica humana Espafia 0,235
95A C. neoformans A ambiental Espafa 0,275
84C C. neoformans A clinica humana Espafia 0,282
2A C. neoformans A ambiental Espafa 0,320
74C C. neoformans A clinica humana Espafia 0,301
1A C. neoformans A ambiental Espafia 0,324
146A C. neoformans A clinica humana Espafia 0,331
41C C. neoformans A clinica humana Espafa 0,338
76A C. neoformans A ambiental Espafia 0,414
186C C. neoformans A clinica humana Espafia 0,432
158C C. neoformans A clinica humana Espafia 0,475
43C C. neoformans A clinica humana Espafa 0,501
6C C. neoformans D clinica humana Espafia 0,153
179C C. neoformans D clinica humana Espafia 0,160
1C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,190
99C C. neoformans D clinica humana Espafia 0,275
D12C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,288
D297C C. neoformans D clinica humana Espafia 0,295
94C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,322
145C C. neoformans D clinica humana Espafia 0,374
181C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,458
97C C. neoformans D clinica humana Espafia 0,474
GR-56 C. gattii B veterinario (cabra) Espafa 0,132
GR-46 C. gattii B veterinario (cabra) Espafa 0,139
269C C.gattii B clinica humana México 0,145
104C C. gattii B veterinario (cheeta) Cuba 0,145
432C C. gattii B clinica humana México 0,149
75A C. gattii B ambiental Brasil 0,150
417C C. gattii C clinica humana Venezuela 0,163
GR-52 C. gattii B veterinario (cabra) Espafia 0,175
GR-53 C. gattii B veterinario (cabra) Espafia 0,175
160A C. gattii C ambiental Colombia 0,176
24C C. gattii C ambiental Brasil 0,177
267C C. gattii B clinica humana México 0,178
74A C. gattii B ambiental Brasil 0,183
GR-50 C. gattii B veterinario (cabra) Espafia 0,184
GR-48 C. gattii B veterinario (cabra) Espafa 0,191
GR-59 C. gattii B veterinario (cabra) Espafa 0,208
162A C. gattii B ambiental Peru 0,259
268C C. gatti B clinica humana México 0,315
161A C. gattii B ambiental Australia 0,331




En 1987, Kwon-Chung et al. [16], estudiando solo
tres cepas de las dos variedades de C. neoformans, descri-
bieron que el EDTA, debido a su efecto quelante, suprimia
la actividad ureasa de la variedad gattii, pero no de la
variedad neoformans. Hasta la fecha no existen publicacio-
nes que, utilizando un método estandarizado, describan las
posibles diferencias cuantitativas en la actividad ureasa
entre C. neoformans and C. gattii.

El objetivo de este trabajo fue clasificar los niveles
de actividad ureasa de un nimero importante de aislamien-
tos de todos los serotipos de C. neoformans y C. gattii.
Para ello se ha disefiado un método estandarizado que per-
mite analizar objetivamente las diferencias en la actividad
enzimdtica en las cepas estudiadas.

La informacién obtenida contribuye a conocer las
diferencias en este factor de patogenicidad existente en las
dos especies de Cryptococcus.

Materiales y métodos

Aislamientos. Se han incluido 44 cepas de ambas es-
pecies, siendo 25 de C. neoformans, de las cuales 15 per-
tenecen al serotipo A (variedad grubii), y 10 al serotipo D
(variedad neoformans). De las 19 cepas correspondientes a
C. gattii, 16 son del serotipo B y tres del serotipo C.

Cinco aislamientos del serotipo A, cuatro del B y
dos del C se obtuvieron de muestras ambientales. Las
demds cepas de C. neoformans se aislaron del liquido cefa-
lorraquideo de pacientes infectados con el VIH que habian
desarrollado una meningitis criptococica. Ocho cepas de
C. gattii fueron aisladas de animales inicialmente sanos y
cinco de pacientes con criptococosis del sistema nervioso
central (Tabla 1).

Todos los aislamientos se conservaron a-20 °C en
leche descremada en la coleccion del URMIM (Unitat de
Recerca en Malalties Infeccioses i Micologia/Unidad de
Investigacién en Enfermedades Infecciosas y Micologia).
En el momento de utilizarse se sembraron en agar gluco-
sado de Sabouraud para confirmar que las levaduras eran
viables y el cultivo puro, verificindose el serotipo por
medio de la prueba de aglutinacién de latex (Crypto-Check
kit, Iatron Labs Inc, Japon).

Medio de cultivo. Se utilizé el medio liquido de
urea de Christensen (Difco, Detroit, EE.UU.) [1]. Este
caldo contiene urea (20 g/1, 300 nM) y rojo-fenol como
indicador de pH. La conversiéon de urea a amonio incre-
menta el pH y se produce un cambio de color de amarillo
a rosa brillante; en este caso la reaccion se considera posi-
tiva. Las variaciones en la intensidad de la reaccién pueden
ser detectadas por espectrofotometria.

Determinacion de la actividad enzimdtica. Para ela-
borar la recta de la actividad enzimatica, se empled una
unidad de ureasa comercial (Jack beans urease®, Sigma
Aldrich, Espafia), que fue diluida en tampon fosfato pota-
sico (K:HPO+-KH:PO.) 10 mM, pH 8.

Diez microlitros de la solucién de la enzima fueron
agregados a tubos de vidrio que contenian 3 ml de caldo
de urea de Christensen. La mezcla se incub6 a 37 °C mi-
diéndose la absorbancia a 550 nm a partir de cada minuto
durante un periodo de 20 minutos, momento a partir del
cual no se apreciaron mds variaciones. La recta de regre-
sién se elabor¢é utilizando los valores numéricos de absor-
bancia de las diferentes lecturas (Figura 1). Esta recta se
consider6 como el patrén de referencia para tomar un
punto de corte que permitiera categorizar el grado de ac-
tividad ureasa correspondiente a cada aislamiento de
Cryptococcus sembrado en el mismo medio.
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Figura 1. Recta de referencia realizada a partir de una unidad de ureasa
comercial (jack bean’s urease®, Sigma) actuando entre 0 y 15 minutos
sobre el medio liquido de urea de Christensen. Maxima absorbancia
obtenida (A = 0,432) a los 12 min. Punto de corte correspondiente al
50 % de actividad enzimatica A = 0,215.

Cultivo e incubacion de los aislamientos. Cada uno
de los 44 aislamientos de C. neoformans y C. gattii fue
suspendido en una solucién salina tamponada con fosfato,
pH 7, ajustando la concentracién a 10° CFU/ml por re-
cuento en camara de Neubauer. Un volumen de 0,1 ml de
cada suspensién fue inoculado en 12 tubos que contenian
cada uno 3 ml de medio liquido de urea de Christensen.
Todos los tubos fueron incubados a 37 °C durante 144
horas. A partir de la primera hora de incubacién y en las 2,
4,24, 72,96, 120 y 144 horas, se utiliz6é uno de los tubos
para leer la absorbancia de su contenido. La actividad
enzimdtica se midié utilizando un espectrofotémetro
(Hewlett Packard 8452A) a 550 nm.

Estos procedimientos se realizaron por duplicado
en un 25 % de los aislamientos, tomados al azar.

Control de crecimiento. Una muestra de cada
inéculo se cultivé a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas en placas
de agar glucosado de Sabouraud, incubando a 37 °C du-
rante 48 horas. Se contaron el nimero de UFC/ml desarro-
lladas con cada cepa en los periodos indicados.

Andlisis estadistico. Los resultados se presentan en
valores absolutos y en porcentajes. La prueba de Pearson
%2 fue aplicada para estudios comparativos y la t de Stu-
dent se aplic6 para analizar la distribucién de las variables.
La significacion estadistica se situé en p ” 0,05.

Se utiliz6 el programa estadistico SPSS-Windows
14.0 (SPSS Inc. EE.UU.) para realizar todas las pruebas.

Resultados

La unidad de ureasa comercial actué rapidamente
sobre el medio liquido de Christensen, comprobandose que
la cinética enzimatica produce el maximo de cambio calo-
rimétrico en 12 min, tiempo en que se ha producido la
transformacion de urea a amonio. En este momento, la
absorbancia a 550 nm alcanzé un valor de 0,450, que per-
sistié sin cambios hasta los 20 min. La figura 1 muestra la
actividad enzimdtica en funcién del tiempo de una unidad
de urea en valores de absorbancia a 550 nm. EI mismo
método se aplicé en tres ocasiones en diferentes dias, obte-
niéndose resultados similares,

Para poder clasificar la actividad ureasa durante el
periodo de incubacién de las cepas de Cryptococcus se
considerd un valor arbitrario del 50 % de la absorbancia
mdxima que correspondia a 0,215. Este valor es el que se
alcanza con una unidad enzimadtica de ureasa a los tres
minutos de incubacion (Figura 1).
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Conforme a este punto de corte, las cepas que produ-
jeron Assn< 0,215 fueron categorizadas como bajas produc-
toras de ureasa, mientras que por encima de Asso = 0,215 se
clasificaron como altas productoras de esta enzima.

A las 72 h de incubacién la mayoria de los aisla-
mientos de Cryptococcus habian incrementado los valores
iniciales de absorbancia, incremento que fue progresivo
hasta las 144 h en que se estabiliz6. La distribucion de los
valores de absorbancia de las cepas por especies, serotipos
y origen clinico (humano, veterinario o ambiental) se
muestran en la tabla 1.

Los primeros cambios con significacion estadistica
se observaron a las 72 h, por lo que se tomé este tiempo
de incubacién para efectuar el andlisis comparativo de los
distintos valores de absorbancia obtenidos.

Al cabo de 144 h de incubacién se comprobd un
considerable aumento en el pH del medio, resultando
superior a ocho en el 64 % de los tubos. Al efectuar el cul-
tivo de todos los aislamientos se comprob6 que el 25 % de
las cepas no eran viables.

Las variaciones observadas en la absorbancia de las
44 cepas de Cryptococcus a las 72 h de incubacién, tenien-
do en cuenta el punto de corte Asso< 0,215, se muestran en
la figura 2. Cuatro de los aislamientos de Cryptococcus
neoformans alcanzaron el valor mdximo de absorbancia:
0,450-0,500.

En 11 cepas tomadas aleatoriamente, correspon-
dientes al 25 %, del total se repitieron las determinaciones
en dos ocasiones, obteniéndose resultados semejantes, con
una variacion maxima de 0,07.

El 76 % de los aislamientos de C. neoformans
(m=19)yel 15,8 % de los de C. gattii (n = 3) fueron cla-
sificados como altos productores de ureasa, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p = 0,016). Por el
contrario, no hubo diferencias significativas segtin el ori-
gen clinico o ambiental de las cepas ni entre los serotipos
AyD.

Discusion

La ureasa es una metaloenzima considerada como
un importante factor de patogenicidad en muchos microor-
ganismos, como Proteus mirabilis y Helicobacter, entre
otros [18,19].

La capacidad de sintetizar ureasa por Cryptococcus
ha sido utilizada como una prueba bioquimica de identifi-
cacion desde hace mds de medio siglo [22] y también es
considerada como uno de los principales factores de viru-
lencia en Cryptococcus neoformans [11]. Olszewski et al.
han sugerido en un modelo experimental de criptococosis
del ratén, que la ureasa producida durante la diseminacién
hematdégena por la cepa C. neoformans H99, contribuye a
la invasion del sistema nervioso central al incrementar la
presencia de levaduras del lecho de los capilares del cere-
bro [21].

La actividad ureasa en aislamientos de Cryptococ-
cus se puede demostrar por diversas pruebas de laborato-
rio, incluyendo métodos rapidos [7]; no obstante la prueba
de la ureasa en medio de Christensen es la mds amplia-
mente utilizada [28].

Solamente se dispone de informacién muy limitada
referida a la actividad ureasa por las diferentes especies de
Cryptococcus. Booth y Vishniac describieron en 1987 que
Filobasidiella neoformans var. neoformans (C. neofor-
mans) presentaba una resistencia diez veces superior a la
de F. neoformans var. bacillispora (C. gattii) al EDTA
(acido etilendiamina-tetraacético), agente quelante que
inhibe la produccién de ureasa [6]. Kwon-Chung et al.,
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Figura 2. Lectura espectrofotométrica a 550 nm de la actividad ureasa de
Cryptococcus neoformans (n = 25) y Cryptococcus gattii (n = 19) después
de 72 h de incubacién en medio liquido de urea de Christensen.

Punto de corte A = 0,215: 76 % de los aislamientos de C. neoformans y
el 15,8 % de los de C. gattii (n = 3) fueron clasificados como altos
productores de ureasa.

analizaron extractos celulares de la cepa NIH 191 de
C. neoformans var. gattii, observando que 100 uM de
EDTA producia una reduccién del 86 % en la actividad
ureasa, y que ésta era solamente del 30 % en la cepa
B-3501 de C. neoformans var. neoformans [16]. Estos in-
vestigadores sugirieron que se podria utilizar una prueba
de inhibicién de la ureasa como otro criterio mds para dis-
tinguir las dos variedades —actualmente especies— de Cryp-
tococcus.

Los resultados obtenidos con el control de creci-
miento, no mostraron diferencias en la velocidad de des-
arrollo de las diferentes cepas que pudieran indicar que la
mayor producciéon de ureasa fuera dependiente de una
mayor biomasa.

Los datos de este estudio han permitido clasificar
en dos categorias el grado de actividad en un considerable
nimero de aislamientos diversos de ambas especies. Esta-
disticamente se ha demostrado que C. neoformans posee
mayor actividad ureasa que C. gattii, sin que se hallaran
diferencias significativas entre los serotipos A y D.

Varias de las cepas de C. gattii del serotipo B estu-
diadas habfan demostrado ser altamente patdgenas en un
modelo experimental de criptococosis en ratones inmuno-
competentes [25]. Estas mismas cepas presentaron un bajo
nivel de actividad ureasa, por lo que cabe suponer que la
actividad de otras enzimas como la lacasa [12] y la fosfo-
lipasa [27], asi como diversos factores patégenos juegan
un rol fundamental en la virulencia de esta especie [5,8].

Aunque indudablemente la ureasa tiene un rol
importante en la patogenicidad de ambas especies de
Cryptococcus, es muy probable que sea el efecto de varios
factores combinados lo que determina la virulencia de esta
levadura.

Este estudio recibio el soporte PI02/0413 del Fondo
de Investigaciones Sanitarias (FIS), del Ministerio de
Sanidad de Espana.

Agradecemos a Joan Vila 'y Josep M. Manresa el
asesoramiento estadistico y a Yolanda Morera su
ayuda técnica.
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5 Resultados y Discusion

5.1 Objetivo 1

Evaluar la actividad ureasa de C. neoformans y C. gattii, y establecer si existen

diferencias entre ellas.

5.1.1 Articulo 1: Diferencias en la actividad de la enzima ureasa entre
Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii. Rev Iberoam Micol 2008;
25: 51-55

Debido a que la actividad ureasa en considerada un factor mayor de patogenicidad en

Cryptococcus, nos planteamos el objetivo de analizar la produccion de la enzima

ureasa en un numero considerable de aislamientos de Cryptococcus neoformans y

Cryptococcus gattii, en cada una de las cepas, tomando en cuenta la distribucién en

serotipos y su origen clinico o ambiental.

El método escogido para tal fin, debia permitir realizar una clasificacioén, al menos
semicuantitativa, de la produccién de ureasa. La forma clasica de evidenciar esta
actividad enzimética en los laboratorios de rutina, se realiza mediante la prueba
microbiol6gica de urea en medio solido de Christensen, en donde se emplea un agar,
con tripteina y glucosa, los cuales son el aporte nutritivo suficiente para que crezcan la
mayoria de los microorganismos. Si el hongo sembrado produce ureasa, hay un
cambio de color amarillo a rosado intenso debido a la alcalinizacién del medio,
detectado por el rojo de fenol, esto es producido al hidrolizarse la urea, en presencia

de agua y liberarse amonio y diéxido de carbono.

Ureasa

(NH,).CO + H;O CO,+ 2NH;

»

Esta técnica clasica aporta resultados exclusivamente cualitativos, y para poder
clasificar esta actividad enzimética en alta produccion o baja produccion, decidimos
utilizar un método original que hasta ahora no habia sido aplicado en Cryptococcus.
Para ello se disefar el medio liquido de urea de Christensen que ofrece la posibilidad

de evaluar cambios en la actividad ureasa ya que la intensidad de la reaccion
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colorimétrica generada puede ser registrada por un espectrofotbmetro, midiendo la

absorbancia a 550nm.

Para poder clasificar la produccion de ureasa era necesario disponer de un punto de
referencia y para ello, se realiz6 una recta patrén con una unidad de ureasa comercial
(Jack beans urease ®, Sigma Aldrich, Espafia). En base a ello, se consider6 como
punto de corte cercano a 50% de la actividad maxima que presento la enzima pura. De
esta forma las cepas fueron clasificadas en altas productoras, si lograban alcanzar o
sobrepasar éste valor, y en bajas productoras de ureasa si obtenian valores inferiores.

En la Figura 10, que se presenta en el articulo n°1, se observa que el 76% de los
aislamientos de C. neoformans (n=19) produjo valores considerados en nuestro
trabajo como altos productores de ureasa. Por el contrario, solo el 19% de las cepas
de C. gattii (n=3) alcanzaron esta clasificaciéon. El andlisis estadistico demostré que no
hubo diferencias significativas segun el origen clinico o ambiental, y tampoco hubo

diferencias entre los serotipos de ambas especies.

Absorbancia (550 nm)
0,55
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B C. neoformans O C. gattii

Figura 10: Lectura espectrofotométrica de la actividad ureasa de Cryptococcus neoformans (n=25)
y Cryptococcus gattii (n=19). Punto de corte A=0,215: 76% de los aislamientos de C. neoformans y
15,8% de C. gattii, fueron clasificados como altos productores de urea.
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Cabe destacar que junto con las cepas estudiadas, se realizd un control de
crecimiento, comprobando que el nimero de UFC/mL presente en los tubos de las
reacciones, al finalizar las 72 h que dur6 el ensayo, era aproximadamente 1x10°
UFC/mL, es decir, el mismo numero de células con el cual se inici6 la reaccion. Por lo
tanto, las cepas no mostraron diferencias en la velocidad de desarrollo que pudieran

influir en una mayor produccion de ureasa, dependiente de la biomasa.

La enzima ureasa ha sido estudiada a lo largo de los afios, como un factor de
patogenicidad importante tanto de bacterias como de hongos. En el caso de
microorganismos como las bacterias, la enzima ureasa les permite sobrevivir en
presencia de pH bajos. En el estudio realizado por Olszewski et al (90), observaron
que en el modelo animal utilizado, la ureasa jugaba un papel importante como factor
de virulencia en la diseminacion desde los pulmones hasta el SNC. Estos autores
describen que el papel de ésta enzima en Cryptococcus neoformans es totalmente
diferente al descrito para bacterias. En el caso de la infeccion criptocécica, describen
una acumulaciéon de células de C. neoformans dentro de los microcapilares en

diversas partes del cerebro.

Actualmente existe un limitado numero de trabajos publicados con informacién
referente al poder patdgeno de la enzima ureasa en que se consideren las dos
especies de Cryptococcus evaluadas en esta tesis. Debido a ello, nos parece de gran
importancia la aportacion realizada, en la que usando un método sencillo y
reproducible se comprobé que C. neoformans presentdé mayor producciéon de ureasa

que C. gattii.

En algunos trabajos de finales de los afos 80, realizados por otros autores, se ve
reflejado el diferente comportamiento que tienen los teleomorfos de ambas especies,
si se les compara su actividad enzimética. Tal es el caso del estudio de Booth y
Vishniac en 1987 (141), en donde observaron que la ureasa de Filobasidiella
neoformans var neoformans (C. neoformans) permanecia mas activa que la ureasa de
Filobasidiella neoformans var gattii (C. gattii), ante la accion inhibidora del EDTA (acido

etilendiamina-tetraacético).
En nuestro trabajo es interesante remarcar que de las tres cepas de C. gattii que

fueron clasificadas como altas productoras de ureasa, dos fueron aisladas del medio

ambiente y una del LCR de un paciente VIH.
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Bajo las condiciones de éste ensayo, se observé que globalmente C. neoformans
presenta mayor actividad ureasa que C. gattii con una significacion estadistica clara.
Como los estudios de Olszewski et al (90) sugieren que la ureasa ayuda de forma
importante, a la diseminacion desde los pulmones al SNC, seria posible considerar,
que en C. gattii co-habitan otros factores de patogenicidad, diferentes a la ureasa, que
se expresan en distinta proporcion a la que se puede observar en C. neoformans.
Probablemente, C. gattii dispone de otro u otros factores de patogenicidad para poder
lograr la diseminacion hematdgena desde los pulmones hasta el SNC, entre ellos cabe
destacar la actividad lacasa, enzima que fue objeto de nuestro segundo trabajo de

investigacion.
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Objetivo 2

Articulo 2: Laccase activity in Cryptococcus gattii strains isolates from
goats. Rev Iberoam Micol 2008; 25: 150-153
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Laccase activity in Cryptococcus
gattii strains isolated from goats
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Cryptococcosis is a life-threatening infection in humans and animals caused
by encapsulated yeasts of the genus Cryptococcus. Cryptococcus neoformans
and Cryptococcus gattii are the main agents of this mycosis Until 2002

C. gattii was classified as a variety of C. neoformans but now is accepted as
an independent species. The laccase (phenoloxydase) enzyme produced by
these yeasts is considered one of the main pathogenic factors for its ability to
induce melanin from dihydroxyphenolic compounds. The vast majority of the
studies in laccase and melanin synthesis have been developed using isolates
of C. neoformans. The main objective of this study was to evaluate laccase
activity in strains of C. gattii, serotype B isolated from immunocompetent
goats that died of lung and disseminated cryptococcosis, in several outbreaks
occurring in Spain. The laccase activities of these isolates were compared with
those of other strains of C. gattii and C. neoformans. After fungal cell rupture,
the supernatant of each isolate was analyzed for its laccase activity using as
substrate an L-dopa 20 mM solution. The degree of enzymatic activity was
assessed according to its absorbance at 450 nm and scored using Enzymatic
Units (EU). The maximum values were observed in three strains of C. gattii
from goats (EU > 12). The smallest values were observed in one environmental
isolate of C. gattii serotype C (EU = 0.7). The highest recorded value for

C. neoformans was 6.3 EU in a serotype A isolate from one human case of
meningitis. C. gattii serotype B obtained from goats showed different degrees
of laccase activity, being the highest in those isolated from severe outbreaks
of cryptococcosis. This enzyme appears to represent a major, though
nonexclusive, pathogenic factor for Cryptococcus gattii.

Laccase, Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans, Pathogenic factor,
Serotypes

Actividad lacasa en cepas de Cryptococcus gattii
aisladas de cabras

Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii son los principales agentes
de criptococosis, una grave micosis del hombre y los animales. Entre los
factores de patogenicidad de estas especies cabe destacar la lacasa
(fenoloxidasa), enzima producida por éstas y otras especies fungicas, que
induce la sintesis de melanina a partir de compuestos di-hidroxifendlicos.

La gran mayoria de los numerosos estudios sobre la lacasa se han efectuado
con C. neoformans, y la informacién especifica en C. gattii es muy escasa.

El objetivo de este estudio ha sido evaluar la actividad de la lacasa en
aislamientos de C. gattii serotipo B procedentes de cabras
inmunocompetentes muertas por criptococosis durante varios brotes
epidémicos desarrollados en Céaceres (Extremadura, Espania).

La produccion de lacasa de estos aislamientos se ha comparado con la de
otros de la misma especie y también con cepas de C. neoformans.

Se procedi6 a la ruptura de las levaduras por métodos fisicos, y el
sobrenadante de cada aislamiento se afadié a una solucion 20 mM de L-dopa.

Unitat de Recerca en Malalties Infeccioses i Micologia (URMIM)

Institut Municipal de Investigacié Médica (IMIM)
Universitat Auténoma de Barcelona

Parc de Recerca Biomedica de Barcelona

Tel.: +34 933 160 391

Fax: +34 933 160 410

08003 Barcelona, Espafa

E-mail: ealvarado@imim.es

Aceptado para publicacion el 21 de abril de 2008

©2008 Revista Iberoamericana de Micologia
Apdo. 699, E-48080 Bilbao (Spain)
1130-1406/01/10.00 €



Laccase activity in Cryptococcus gattii
Alvarado-Ramirez E, et al.

La actividad enzimatica se midi6 a través de la absorbancia como unidades
enzimaticas (EU) a 450 nm. Los valores maximos de EU se observaron en tres
cepas de C. gattii aisladas de cabras (EU >12), mientras que el valor mas bajo
se observé en una cepa ambiental de C. gattii serotipo C (EU = 0,7).

Para C. neoformans la mayor actividad lacasa se obtuvo en una cepa del
serotipo A aislada en un paciente con meningitis criptocdcica.

Todos los aislamientos de C. gattii procedentes de los animales muertos en
brotes epidémicos mostraron diferentes grados de actividad lacasa.

Esta enzima parece representar un factor de patogenicidad importante,
aunque no exclusivo, en esta especie.

Palabras clave

Lacasa, Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans, Serotipos,

Factor de patogenicidad

Cryptococcosis is a worldwide life-threatening
infection in humans and animals caused by the encapsula-
ted yeasts of the genus Cryptococcus. The vast majority of
patients have underlying immunodepressed conditions,
especially AIDS [12,24]. Nevertheless several cases of
cryptococcosis have been described in previously healthy
persons or animals [1,5,11,13]. Speed and Dunt [18]
observed that many infections occurring in healthy hosts
were due to Cryptococcus neoformans var. gattii. This fact
has been observed also in animals, sometimes causing
outbreaks [5,17] as those occurred in Spain affecting a
high number of goats [1,19]. Recently the variety gattii has
been raised to species level [7], and currently two differen-
tiated species are accepted: C. neoformans, with two varie-
ties: grubii (serotype A) and neoformans (serotype D); and
Cryptococcus gattii with the serotypes B and C. Most of
the studies on virulence factors do not make the distinction
between varieties and serotypes, referring almost exclusi-
vely to C. neoformans. Thus, it is of great interest to carry
out individualized studies to find differences and similari-
ties that may exist between two species so closely related.
Several properties of C. neoformans and C. gattii have
been considered important pathogenic factors. The ability
to synthesize dark pigments when grown in media with
phenolic compounds is one of them [26]. Melanin is the
main pigment associated with the virulence in C. neofor-
mans [9]. Melanin synthesis is catalyzed by a phenoloxy-
dase that has been categorized as laccase on the basis of
substrate specificity [2]. Laccase in the isolates of Crypto-
coccus is found attached to the cell-wall [26], and pro-
tective effects against antioxidants are attributed to the
resulting melanin, lending support to the integrity of the
cellular wall, protection from extreme temperatures, inter-
ference with antibody-mediated phagocytosis and lym-
phocyte T response [2,10]. It has also been considered a
defense against various microbicide proteins [4]. Moreover,
the melanization of Cryptococcus reduces their susceptibi-
lities to amphotericin B and caspofungin [21]. Laccase
synthesis is regulated genetically, the participation of
the CNLACI1 gene have already been demonstrated [25],
and more recently five additional genes have been invol-
ved [23]. Chemical and biological characteristics of this
enzyme have been studied, but practically only C. neofor-
mans isolates have been investigated, and there is scant
information on the laccase activity of C. gattii. C. gattii
had been considered a species of limited geographic distri-
bution. However, in the last few years, this species has
been found in Europe, specifically in the Iberian Penin-
sula, producing severe infections in previously healthy
goats and in one human [1,3].

The goal of this study was to investigate the activity
of laccase in six pathogenic isolates of C. gattii serotype
B, obtained from the necropsy of goats with disseminated
cryptococcosis, comparing the activity of this enzyme with
those of other isolates of C. gattii (n = 4) and C. neofor-
mans (n = 4).

Materials and methods

Isolates. A total of 14 strains of Cryptococcus were
studied. Table 1 shows their origins. The four C. neofor-
mans isolates were from HIV-infected patients with
meningeal cryptococcosis.

The six C. gattii isolates from goats studied in this
work, were selectively randomized as representative of the
five Spanish outbreaks previously described [19]. Isolates
GR53 and GR56 were from the outbreak n® 1 with 12% of
clinical prevalence. GR59 was isolated from the outbreak
n° 2 with 2% of clinical prevalence. GR48 was from the
cryptococcosis outbreak n® 3 with 10% of clinical preva-
lence. GR50 from the outbreak n°® 4 with prevalence not
determined and, finally, strain GR52 was from outbreak
n°® 5 with clinical prevalence 2.5% [19].

Isolates were maintained in the URMIM collection
in skimmed milk at —20 °C until its use, at which time they
were grown on Sabouraud agar with chloramphenicol. The
serotypes were confirmed by agglutination with antiserum
from a Crypto Check kit, Iatron Laboratories (Tokyo,
Japan).

Table 1. Serotypes and origin of 14 isolates of C. gattii and
C. neoformans analyzed for laccase activity.

Laccase

Isolate Species Serotype Origin Country EU*

A146  C. neoformans A Human CSF  Spain 1.7
A74 C. neoformans A Human CSF  Spain 6.3
D297  C. neoformans D Human CSF  Spain 3.0
D12 C. neoformans D Human CSF  Spain 4.7
B432  C. gattii B Human CSF Mexico 2.7
4506 C. gattii B Environment  Australia 5.7
GR52 C. gattii B Goat brain Spain 1.0
GR59 C. gattii B Goat lung Spain 2.7
GR48 C. gattii B Goat lung Spain 4.7
GR50 C. gattii B Goat lung Spain 123
GR53  C. gattii B Goat lung Spain 17.7
GR56 C. gattii B Goat intestine Spain 21.0
H0058 C. gattii C Environment ~ Colombia 0.7
BV19  C. gattii C Human CSF  Venezuela 2.0

*EU: Enzymatic Units
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Cell rupture. The isolates were grown for 48 h at
30 °C in Sabouraud agar and immediately cultured in
McVeigh & Morton liquid medium [15]. Then they were
incubated in slow agitation for 24 h at 25 °C. Subse-
quently, the cultures were divided into two equal fractions;
one was used as control by inactivating the fungal cells at
56 °C for 60 min. Yeast cells were centrifuged at 6.000 g
for 10 min at 4 °C and then were resuspended in sterile
PBS for two rinses. A yeast concentration of 10° FCU/ml
was resuspended in PBS and cell rupture was carried out
in a super-mixer agitator (Lab-line Instruments, INC.
USA) with 0.45-0.60 mm ¢ glass pearls (Sartorius, Ger-
many). A minimum of ten cycles were performed (with
intervals of 2 min in cold bath) until it was microsco-
pically confirmed that more than 80% of the cells had
ruptured. The mixture was filtered in Whatmann (N° 1)
sterile paper and centrifuged at 20,000 g for 20 min at
4 °C. The supernatant was conserved at 4 °C until enzyme
determination, performed within a maximum of 72 h.

Controls. The supernatants of the ruptured cells that
had been previously heat-inactivated were used as negative
controls.

Due to the possibility of auto-oxidation of the subs-
trate, a buffer solution of 20 mM L-DOPA-ring-d; in a
KH:PO:-Na:HPO: 0.5 M, pH 6.8, was used, without the
supernatant, to control the stability of the reactive (control
L-Dopa).

Phenoloxydase (Laccase) assay. The method des-
cribed previously by Prabhakaran et al. for Mycobacterium
leprae [16] was adapted to Cryptoccocus cells and applied
twice for reproducibility study. The activity of laccase was
measured by the accumulation of the intermediary chro-
mogenic products that are produced during oxidation of
the L-Dopa. Three ml of the supernatant of each isolate
mixed with 200 pl of L-Dopa 20 mM solution were incu-
bated in slow agitation at 25 °C for 120 min. Every 10 min
from the moment in which both reactives were mixed,
200 pl of solution were taken and deposited in a flat-
bottom microplate. The maximum absorbance of the do-
pachrome was measured at 450 nm by using a spectropho-
tometer (Labsystems MultiSkan MS, Finland). The enzy-
matic activity necessary to increase the absorption value
by 0.03 in the indicated conditions, at 30 °C and pH 6.8
was considered as one enzymatic unit (EU) of laccase. For
the final calculation of the EU of each strain, the modified
formula, based on the proposal by Vidotto et al. [22] was
applied:

(A 450120 min — A 4500 min) / 10® cells/ml = (EU/10® cells/ml)

Statistical analysis. The Mann-Whitney U test was
applied to evaluate the individual differences between the
values obtained with goats’ and reference isolates.

Results

The stability control of the substrate showed that
L-Dopa auto-oxidation (Ao = 0.04) was not produced.
Duplicates give similar values with a maximum of +0.02
of absorbance changes. When the absorbance increased
equal to or greater than 0.03 (EU = 1), the development of
a pink pigment was observed in the tube containing the
mix. These changes were observed in all tested superna-
tants, but not in the inactivated-yeast control supernatants.
The shortest time to observe the laccase activity was found
in two C. gattii serotype B supernatants, from goats’ isola-
tes, both from the same outbreak (GR56 and GRS53),
which increased their absorbance after 10 minutes of incu-
bation. These strains reach also the highest values of EU.
The figure shows the absorbance values of the superna-
tants from the 14 strains analyzed at 0 min and 120 min.
Maximum absorbance values were obtained in three goat
isolates of C. gattii: GR56, GR53, and GR50 (Table 2). On
applying the above-mentioned formula, the values 21.0 EU,
17.7 EU and 12.3 EU were obtained for these strains, res-
pectively (Figure). Two other non-goat isolates showed
high enzymatic activity, one clinical isolate of C. neofor-
mans serotype A (6.3 EU) and one environmental isolate
of C. gattii (5.7 EU) but in any case clearly lower than the
goat C. gattii mentioned strains (p = 0.05). The lowest
laccase activity was observed in strain HOO58 of C. gattii
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L-Dopa A146 A74 D297 D12 B432 4506 GR-52 GR-59 GR-48 GR-50 GR-53 GR-56 H0058 BV19 Strain
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Figure. Absorbance values (450nm) of 14 isolate of C. gattii and

C. neoformans supernatans at 0 and 120 min. One Enzymatic unit (EU)
corresponding to absorbance increasing of 0.03.

Table 2. Absorbance values (450nm) of the supernatants from the 14 isolates of Cryptococcus spp, analyzed over the course of 0 min to 120 min.

Isolate Species 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
A146 C. neoformans 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.07 0.07 0.07 0.08 0.08 0.09 0.11 0.11
A74 C. neoformans 0.05 0.06 0.08 0.10 0.11 0.11 0.13 0.15 0.18 0.18 0.24 0.24 0.24
D297 C. neoformans 0.09 0.10 0.10 0.11 0.11 0.12 0.12 0.13 0.14 0.14 0.18 0.18 0.18
D12 C. neoformans 0.10 0.11 0.12 0.13 0.14 0.15 0.15 0.16 0.16 0.17 0.18 0.24 0.24
B432 C. gattii 0.06 0.06 0.07 0.08 0.09 0.10 0.11 0.12 0.12 0.13 0.13 0.14 0.14
4506 C. gattii 0.06 0.07 0.08 0.09 0.10 0.12 0.13 0.13 0.15 0.16 0.19 0.23 0.23
GR52 C. gattii 0.04 0.04 0.04 0.04 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.07 0.07 0.08
GR59 C. gattii 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.11 0.11 0.12 0.12 0.13 0.14 0.16 0.16
GR48 C. gattii 0.05 0.05 0.07 0.08 0.09 0.10 0.12 0.12 0.14 0.14 0.15 0.17 0.19
GR50 C. gattii 0.06 0.06 0.07 0.10 0.15 0.20 0.27 0.30 0.35 0.38 0.41 0.43 0.43
GR53 C. gattii 0.05 0.08 0.13 0.18 0.23 0.29 0.32 0.35 0.38 0.42 0.47 0.57 0.58
GR56 C. gattii 0.07 0.11 0.16 0.22 0.28 0.34 0.39 0.43 0.48 0.52 0.65 0.70 0.70
H0058 C. gattii 0.05 0.05 0.05 0.05 0.06 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.07 0.08
BV19 C. gattii 0.06 0.06 0.07 0.07 0.08 0.08 0.09 0.09 0.09 0.10 0.10 0.11 0.12
SCD* - 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04

*SCD: Stability control of L-Dopa.



serotype C isolate from environmental sources in Colom-
bia and also in one C. gattii strain (GR52) isolated from a
goat of the less severe outbreak of cryptococcosis.

Discussion

Melanin production has been implicated in C. neo-
formans virulence since the 1980s when it was confirmed
that non-melanized mutant strains presented attenuated
virulence when they were inoculated in mice, in compari-
son with wild melanin-containing isolates [8,9]. Practically
all of the studies on the features of phenoloxidase activity
in Cryptococcus have been carried out on C. neoformans
species, in many cases without specifying either variety or
serotype; nevertheless, in 1979, Nurudeen and Ahearn [14]
observed that the substances regulating the enzyme corre-
lated with serotype. Ikeda et al. [6], studying several
Cryptococcus species different to C. neoformans, in an
epinephrine medium, detected a laccase isoenzyme in rup-
tured cells of Cryptococcus albidus, Cryptococcus lauren-
tii and Cryptococcus curvatus, demonstrating that this
enzyme is not exclusive to C. neoformans and is a variable
factor for other Cryptococcus species. In the present study,
it was shown that three of the pathogenic strains of C. gattii
serotype B (GR56, GR53, GR50) that led to the highest
epidemic outbreaks of cryptococcosis in healthy goats in
Spain [1,20], also presented the highest levels of laccase
activity in the first 30 min of incubation. Nevertheless, one
of the goat strains isolated from a brain tissue sample
(GR52) showed very low activity of this enzyme (1 EU).
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presenting the lowest value of laccase activity was isolated
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must be considered that the enzyme should be one of the
main pathogenicity factors, produced by this fungus but
probably not the only one. Further studies need to be
carried out in order to determine whether the chemical and
genetic characteristics of laccase present in C. gattii are
different from those in C. neoformans.
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5.2 Objetivo 2

Estudiar la actividad lacasa (fenoloxidasa) de cepas de C. gattii aislados de cabra con
criptococosis y relacionarla con su patogenicidad.

5.2.1 Articulo 2: Laccase activity in Cryptococcus gattii strains isolates from
goats. Rev Iberoam Micol 2008; 25: 150-153.

Otro de los factores de patogenicidad de gran importancia atribuidos a Cryptococcus
neoformans, es la capacidad de producir melanina por la actividad enzimatica de la
enzima lacasa (fenoloxidasa). La lacasa del género Cryptocococcus se encuentra
unida a la pared celular (93) y a la melanina resultante de su actividad, se le atribuyen
efectos de proteccion contra los antioxidantes, dando soporte a la integridad de la
pared celular fingica, proteccion frente a temperaturas extremas, interferencia con la

fagocitosis mediada por anticuerpos y contra la respuesta de los linfocitos T (38,94).

La lacasa es una enzima fenoloxidasa, que actla en presencia de compuestos
dihidroxifendlicos como las catecolaminas. La via de melanogénisis en Cryptococcus
propuesta por Buchanan y Murphy (142), explica que la catecolamina L-Dopamina al
ser oxidada por la lacasa, pasa a ser un compuesto poco estable (Dopaquinona) que
al perder 2 4tomos de hidrégeno forma el compuesto coloreado llamado Dopacromo.
Este compuesto es de color rosa claro y se forma previamente a la polimerizacién de

la melanina y tiene un espectro de absorcion cercano a 450nm.

PHO Polimerizacion
L-DOPA Dopaquinona —> Dopacromo — > Melanina

Al igual que ocurre con la informacion asequible de otros factores de patogenicidad de
Cryptococcus, la gran mayoria de los estudios publicados se han realizado sobre los
factores de virulencia sin distincion entre las variedades y serotipos, refiriéendose casi
exclusivamente a C. neoformans. Por ello es de gran interés realizar estudios
individualizados que permitan conocer las diferencias y similitudes que existen entre

estas dos especies tan cercanas.
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C. gattii se habia considerado de distribucién geografica limitada. No obstante en los
ultimos afos, se ha encontrado en Europa, especificamente en la peninsula Ibérica,
produciendo infecciones graves en animales (41) y posteriormente en casos humanos
(42). En ninguno de estos sujetos, se hallaron indicios de inmunosupresion, y
consideramos de gran interés, analizar factor de patogenicidad, en un grupo
representativo de cepas provenientes de cabras con criptococosis.

Los brotes descritos en la provincia de Céceres ocurrieron en diferentes localidades
(143). Tanto la prevalencia clinica como el tipo de 6rganos de las cabra infectadas fue
variable. Y en base a ello fueron escogidas las cepas de C. gattii serotipo B con las

cuales se trabajoé en este estudio.

Para este fin, de un total de 13 cepas de C. gattii serotipo B provenientes de los 5
brotes de la provincia de Caceres, se escogieron 6. Cada una de ellas, fue aislada de
una cabra autopsiada de cada brote y una cepa adicional, proveniente del brote n° 1
donde hubo mayor prevalencia clinica y que ademas habia sido recuperada del
intestino de una de las cabras, érgano que no es comunmente afectado en casos de

criptococosis diseminada (Tabla 10).

Aislados Especies Origen Local:ozacmn del N® 'de,br_ote % prevalencia
rote epidémico

GR-52 C. gattii Cerebro Casas de Millan 5 2,5
GR-59 C. gattii Pulmén Madrofiera 2 2
GR-48 C. gattii Pulmén Pescueza 3 10
GR-50 C. gattii Pulmén Serradilla 4 No determinada
GR-53 C. gattii Pulmén Vera 1 12
GR-56 C. gattii Intestino Vera 1 12

Tabla 10: Cryptococcus gattii provenientes de cabras utilizadas en el estudio de la actividad lacasa
(143).

El resto de cepas estudiadas en este trabajo, se escogieron como referencia para
obtener un punto de comparacion de la actividad lacasa; por lo tanto se eligieron dos
cepas de cada serotipo A, B, Cy D. En la Tabla 11 se muestran las diferentes cepas
incluidas, algunas de personas infectadas con VIH y otras aisladas del medio

ambiente.
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Aislado Especie Serotipo Origen Pais
Al46¢c C. neoformans A LCR Espafa
A74c C. neoformans A LCR Espafia
D297c C. neoformans D LCR Espafia
Dl2c C. neoformans D LCR Espafia
B432c C. gattii B LCR Méjico
4506 C. gattii B ambiental Australia
HO0058 C. gattii C Arbol Colombia
BV19 C. gattii C LCR Venezuela

Tabla 11: Especies, serotipos y origen de 8 aislamientos de Cryptococcus gattii y C. neoformans
utilizados para comparar la determinacién de la actividad lacasa.

Debido a que la lacasa del género Cryptococcus se encuentra unida a la pared celular
fungica (93), era necesario un método que nos permitiera dejar libre la enzima,
manteniendo su viabilidad. La técnica empleada por Prabhakaran et al (144)
originalmente disefiada para estudiar la fenoloxidasa en Mycobacterium leprae fue
adaptada para trabajar con las células de Cryptococcus. En efecto, se comprobd que
provocando una ruptura mecanica de las células mediante agitacién, se podia trabajar
con el sobrenadante de estas células rotas y fue posible evidenciar la actividad lacasa,

al realizar una reaccién colorimétrica que se podia medir con un espectrofotémetro.

La melanina se produce en presencia de compuestos dihidroxifenélicos o
poliaminobencénicos, por lo cual utilizamos de sustrato para la lacasa, una solucién de
L-Dopamina (L-Dopa). Esta catecolamina, una vez puesta en suspension, tiende a
autooxidarse, oscureciendo la solucién. Para evitar interferencias en los valores de
absorbancia, incluimos en el ensayo una solucibn de L-Dopa resuspendida,
observandose que no hubo aumentos en la absorbancia que fueran producto de la

autooxidacioén, con lo cual nos aseguramos de que el reactivo era estable (Figura 11).

Por otro lado, para comprobar que en efecto, la enzima se encontraba realmente
viable en el sobrenadante de las células fungicas rotas, se procedié a estudiar una
alicuota de ésta misma solucion celular para cada una de las cepas, pero inactivada
con calor a 56°C x 60 min. Finalmente, no se registrdé ninguna actividad enzimética en
ésta solucion, indicando que la enzima se encontraba viable exclusivamente en la

alicuota de la solucién sin calentar.

Una vez realizado el ensayo, se procedi6 a calcular las unidades enziméaticas (UE) de
cada cepa, mediante una férmula matematica basada en la propuesta de una
publicacion anterior realizada por Vidotto et al (145). Evaluando el espectro de

absorcion al tiempo inicial (O min) y al tiempo final (120 min) pudimos definir que una
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UE producia incremento en la absorbancia de 0.03, incubada a 30°C con pH 6.8. Por

lo tanto, la formula resultante fue la siguiente:

| (A 450150 min— A 4500m) / 10° células/mL = (EU/10° células/mL) |

En la Tabla 12 se pueden observar los valores de UE obtenidas para cada cepa.

Aislamientos Especies Serotipo Origen Pais UE lacasa
Al46¢c C. neoformans A LCR Espafa 1.7
A74c C. neoformans A LCR Espafa 6.3
D297c C. neoformans D LCR Espafia 3.0
D12c C. neoformans D LCR Espafia 4.7
B432c C. gattii B LCR Méjico 2.7
4506 C. gattii B Ambiente Australia 5.7
GR-52 C. gattii B Cerebro cabra BE n°5 1.0
GR-59 C. gattii B Pulmén cabra BE n°2 2.7
GR-48 C. gattii B Pulmén cabra BE n°3 4.7
GR-50 C. gattii B Pulmén cabra BE n°4 12.3
GR-53 C. gattii B Pulmén cabra BE n°1 17.7
GR-56 C. gattii B Intestino cabra BE n°1 21.0
HO0058 C. gattii C Arbol Colombia 0.7
BV19 C. gattii C LCR Venezuela 2.0

Tabla 12: Especie, serotipos y origen de 14 aislados de Cryptococcus gattii y C. neoformans.
Unidades Enziméticas (UE) de la enzima lacasa. BE: Brote Extremefio.

Debido a que el numero de cepas evaluadas provenientes de los brotes caprinos no es
del todo representativo, no es posible establecer una relacion directa entre las UE y el
porcentaje de prevalencia clinica de cada brote. A pesar de ello, estos resultados
sugieren que existe una variabilidad en la actividad lacasa de las especies C. gattii y
C. neoformans. Ya que a pesar de haber sido cultivadas y evaluadas bajo las mismas

condiciones, no muestran las mismas unidades enzimaticas.

Cabe destacar, el valor de las UE obtenidas para tres cepas provenientes de los
brotes caprinos (GR-56, GR-53, GR-50), los cuales fueron al menos dos veces mas
elevados que el mayor valor encontrado en las cepas de referencia no-cabras. El nivel
de prevalencia clinica del brote n°® 1 fue 12%, y las cepas GR-56 y GR-53, que
provienen de esos animales presentaron valores elevados de lacasa. Todas las cepas
evaluadas presentaron valores crecientes de actividad enzimatica a lo largo del tiempo

(0-120 min), tal como muestra la Figura 11.
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Figura 11: Incremento de la actividad lacasa a lo largo del tiempo (0-120 min).
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Estas 3 cepas aisladas de cabra, fueron estudiadas en el ensayo anteriormente
expuesto en ésta tesis. Curiosamente se puede observar que las cepas (GR50, GR53,
GR56), fueron clasificadas como bajas productoras de ureasa y que segun nuestros
resultaron poseen valores de UE altos para lacasa. Por lo que se puede sugerir que
los factores de patogenicidad de éstas levaduras se presentan en diferentes grados o

intensidades.
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Es indudable que la producciéon de melanina es un factor de patogenicidad importante
de C. gattii y de C. neoformans (9,38). A pesar de que los resultados obtenidos
sugieren que C. gattii aislado en brotes epidémicos, presentaria mayor actividad
lacasa, es necesario realizar otros estudios tanto in vivo como in vitro, usando cepas
con diferentes actividades enzimaticas , para poder establecer una relacién mas firme

entre la menor o mayor actividad lacasa y la virulencia de las cepas.
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Objetivo 3

Articulo 3 [en preparacion] Estudio de la variabilidad del gen CNLAC1
entre Cryptococcus gattii y Cryptococcus neoformans
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5.3 Objetivo 3

Obtener un segmento del gen CNLAC1 especifico de Cryptococcus gattii, serotipos B
y C, que intervenga en la sintesis de la enzima lacasa.

5.3.1 Articulo 3 [en preparacion]: Estudio de la variabilidad del gen CNLAC1
entre Cryptococcus gattii y Cryptococcus neoformans

5.3.1.1 Introduccioén

Cryptococcus gattii es una nueva especie, segregada del grupo de levaduras de
Cryptococcus neoformans, debido a las diferentes caracteristicas fenotipicas,
epidemioldgicas y genéticas que posee. Esta nueva especie presenta una distribucion
geografica menor a la que inicialmente se describié para C. neoformans. Inicialmente,
C. gattii se aisl6 de pacientes no inmunosuprimidos y en zonas de clima tropical. A lo
largo de los afios han ido surgiendo cepas provenientes de muestras ambientales de
suelo y arboles en diferentes partes del mundo, en pacientes inmunocompetentes con
criptococcosis (12) y regiones consideradas no-tropicales (43). En Espafia a pesar de
gue hasta ahora no se ha aislado de la naturaleza, se han descritos casos autoctonos

de criptococosis tanto humana (42) como animal (41).

La patologia producida por C. gattii, se asemeja en muchos casos a la producida por
los patégenos primarios, puesto que afecta a sujetos inmunocompetentes sin ninguna
enfermedad inmune de base (45). Cada vez se describen mas casos de criptococosis
producidas por esta especie, y qgue ademas emergen en zonas donde antes no habian
sido descritas. Upton et al (43) muy recientemente, describieron el primer caso de
criptococosis causada por C. gattii, en un paciente masculino leucémico residente de
Washington D.C. (Estados Unidos), sin antecedentes descritos de desplazamiento

fuera de su zona residencial.

Por lo tanto, la criptococosis producida por C. gattii esta siendo considerada como
enfermedad emergente y este hecho induce a realizar mayores estudios de los
factores de patogenicidad de ésta especie. La enzima lacasa, es considerada uno de
los mas importantes factores de patogenicidad y tanto la actividad enzimatica como el
gen que codifica su sintesis, el gen CNLAC1 ha sido y contindan siendo objeto de
diversos estudios (25,96,146).
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Varios autores han investigado en Cryptococcus neoformans, la variabilidad del gen
CNLAC1 con diversas finalidades. Williamson cloné y secuencié este gen (96),
utilizando una cepa de Cryptococcus neoformans serotipo D. En su trabajo describe
gue el gen de la lacasa esta formado por una region que codifica a una estructura
polipeptidica de 624 aminoéacidos y que contiene 14 intrones con longitudes variables
desde 52 hasta 340 pares de bases (pb). La secuencia completa obtenida por él, para
el CNLAC1 esta ubicada en la base de datos del GenBank accension n°® L22866.

Salas et al (146) realizaron estudios acerca del papel del gen de la lacasa en la
virulencia de Cryptococcus neoformans en ratones con criptococosis. Estudiaron
cepas mutantes melanina negativa, las inocularon a ratones y observaron que estas
cepas mutadas presentaban menos virulencia que las cepas con el gen CNLAC1
salvaje. Estos autores encontraron que habia una relaciéon directa entre el producto del

gen de la lacasa y la mayor o menor virulencia de las cepas.

Por otro lado, Petter et al (25) utilizaron secuencias del gen CNLACL1 para investigar
homologia entre géneros de basidiomicetos con actividad de lacasa conocida.
Filobasidiella neoformans, forma sexual o teleomorfa de Cryptococcus neoformans,
fue el Unico basidiomiceto patégeno evaluado por estos autores. Para comprobar
posibles homologias con otros basidiomicetos, secuenciaron varias regiones del gen.
Observaron que hubo homologia entre Cryptococcus podzolicus y F. neoformans

serotipo B 'y C, no asi con los serotipos Ay D.

Xu et al (26) propusieron diferentes hipétesis del origen y evolucion del serotipo AD de
Cryptococcus neoformans, basandose en la variabilidad de las secuencias del gen de

la lacasa.

Tanaka et al (147), secuenciaron fragmentos de aprox. 600pb, ubicados en la posicién
3071 y 3650 de la secuencia del CNLAC1 de GenBank (accension n° L22866) (96). En
64 cepas, de los 4 serotipos tanto de C. neoformans como de C. gattii, las nuevas
secuencias de éste gen obtenidas mostraron mayor homologia con las cepas de

serotipo Ay D; y menos con las cepas de serotipo B y C.

Los genes de Cryptococcus son mas ricos en contenido de intrones que los de
cualquier otro hongo (148). Al ocurrir la trascripcion del ADN, como en cualquier célula

eucariota, y producirse el trascrito, éste contiene tanto intrones como exones. El
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trascrito es procesado a ARNm por el fenbmeno de splicing y ciertos intrones son
eliminados. Para el caso de Cryptococcus, Sharpton et al (148), sugieren que la
pérdida de intrones en el trascrito es un evento raro, lento y poco frecuente y que por
lo tanto, el resultado son genes con gran cantidad de intrones.

La produccion de melanina es un factor importante en la patogenicidad de C. gattii y
de C. neoformans (9,38). En el estudio anteriormente expuesto en ésta tesis, en donde
se midi6 la actividad enzimética de la lacasa en Cryptococcus, se observé que en el
namero de cepas probadas, éste factor de patogenicidad se expresaba
diferencialmente. Segun la especie evaluada en el ensayo, se observé mayor actividad
de lacasa en 3 aislados de C. gattii. A pesar de las limitaciones de éste estudio,
resultaba interesante suponer, que si existia diferencia en los fenotipos de la
produccién de la lacasa, también ocurria en los genotipos, especificamente en el gen

CNLACL1 responsable de su sintesis.

Por lo tanto el objetivo de este estudio fue comprobar la variabilidad del gen de la
lacasa CNLAC1, mediante la identificacion de un fragmento de nucleétidos que fuera
exclusivo en Cryptococcus gattii, serotipos B y C. Para este fin, aislados de diferente
origen de Cryptococcus neoformans y de C. gattii, fueron incluidas en éste trabajo
(Tabla 13) y luego, para poder afirmar que el fragmento presente solo en C. gattii, es
transcrito a ARNm, se procedié a comprobar esto mediante la técnica de RT-PCR.

5.3.1.2 Materiales y Métodos

5.3.1.2.1 Aislados usados

Se estudiaron un total de 55 cepas de Cryptococcus. En la Tabla 5 se muestra el
origen y serotipo de las cepas evaluadas. Veintidos C. gattii serotipo B, cuatro C. gattii
del serotipo C y 29 C. neoformans (14 serotipo A y 15 serotipo D) fueros usadas. La
cepa de Candida krusei ATCC6258, fue utilizada como control negativo. La cepa
TIMM1315 correspondiente a C. gattii serotipo C, proveniente de la coleccién japonesa
Teikyo University Institute Medical Mycology (147), fue incluida como cepa de
referencia, al ser utilizada su secuencia de nucléotidos para crear los iniciadores

(primers) usados en este estudio.
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CEPAS SEROTIPO ESPECIE ORIGEN Pais
Al7c A C. neoformans LCR Espafia
Al19c A C. neoformans LCR Esparfia
A74c A C. neoformans LCR Espafia
Al46c A C. neoformans LCR Espafia
Al48c A C. neoformans LCR Espafia
A469c A C. neoformans LCR Espafia
A473c A C. neoformans LCR Cuba
Al0lc A C. neoformans BAL Cuba
Al102c A C. neoformans LCR Esparfia
Al22a A C. neoformans Heces paloma Espafia
Al29a A C. neoformans Heces paloma Chile
Al45a A C. neoformans Arbol Chile
Al77a A C. neoformans Arbol Turquia
Al78a A C. neoformans Arbol Turquia
B48c B C. gattii Pulmén cabra Espafa
B50c* B C. gattii Pulmén cabra Espafia
B52c B C. gattii LCR cabra Espafa
B53c B C. gattii Pulmén cabra Espafia
B56¢ B C. gattii Intestino cabra Espaiia
B58c B C. gattii LCR cabra Esparia
B59c¢ B C. gattii Pulmén cabra Esparia
B60c B C. gattii LCR cabra Espafa
B432c B C. gattii LCR Méjico
B470c B C. gattii LCR Espafia
B163c B C. gattii LCR Brasil
B170c B C. gattii LCR Brasil
Bl71c B C. gattii LCR Brasil
Bl172c B C. gattii LCR Brasil
B173c B C. gattii LCR Brasil
B174c B C. gattii LCR Brasil
B331c B C. gattii LCR Colombia
B46a* B C. gattii Avispero Uruguay
B73a B C. gattii Heces murciélago Brasil
B74a B C. gattii Arbol Brasil
B162a B C. gattii Arbol Perl
4506 B C. gattii Ambiental Australia
C24a* C C. gattii Arbol Brasil
BV19 C C. gattii LCR Venezuela
H0058 C C. gattii Arbol Colombia
TIMM 1315* C C. gattii Desconocido Japon
D21c D C. neoformans LCR Esparia
D35c¢ D C. neoformans LCR Esparia
D38c D C. neoformans LCR Espafia
D145c D C. neoformans LCR Esparia
D179c D C. neoformans LCR Espaiia
D181c D C. neoformans LCR Esparia
D182c D C. neoformans Sangre Espafia
D183c D C. neoformans LCR Esparia
D297c D C. neoformans LCR Esparia
D9a D C. neoformans Heces paloma Esparia
Dlla D C. neoformans Heces paloma Espafia
D12c D C. neoformans LCR Esparia
D16a D C. neoformans Heces paloma Esparia
D18a D C. neoformans Heces paloma Esparia
D7l1a D C. neoformans Heces paloma Espafia
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Tabla 13: Cepas (n=55) utilizadas en el estudio de la variabilidad del gen CNLAC1. LCR: liquido
cefalorraquideo, BAL: lavado broncoalveolar, HC: Hemocultivo. *Cepas de C. gattii probadas con
RT-PCR, escogidas al azar.

Todas las cepas, excepto TIMM1315, pertenecen a la coleccion de URMIM, se
encuentran guardadas a -20°C y suspendidas en leche desnatada estéril. La
serotipificacion de las cepas se realizd mediante el kit Crypto Check (latron

Laboratories Tokyo, Japan).

Los iniciadores o primers fueron creados mediante el programa Primer.exe. Las
secuencias de acidos nucleicos usadas, fueron tomadas de la base de datos GenBank
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (149) y fueron alineadas

mediante el programa informatico BLAST.

5.3.1.2.2 Patrones de pares de bases utilizados.

En éste trabajo se utilizaron dos patrones de pares de bases:
A) Tracklt™ 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™) desde 100 a 12000 bp.
B) Tracklt™ 100 bp Plus DNA Ladder (Invitrogen™) desde 100 a 1517 bp

bp
Base Pairs
XCFF 12000 1517
1,200
5000
1,000
900
800
2000 700
1650 600
500/517
1000
850 400
650
500 300
400
2 200
100
100

Tartrazine
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5.3.1.2.3 Obtencién y disefio de los iniciadores (primers)

Basandonos en el estudio descrito por Tanaka et al (147) en el que utilizaron cepas de
todos los serotipos de Cryptococcus neoformans y C. gattii, se escogieron las cepas
de serotipo B y C con el siguiente numero de identificacion de la base de datos
japonesa de ADN (DDBJ accesion number) (Tabla 14) :

Cepa DDBJ acc_ession n° DDBJ acc_ession n° Cepa
Serotipo B Serotipo C

CN13 AB184041 AB184050 NALO70

484 AB184042 AB184051 IFM5859
484(mel) AB184043 AB184052 IFM5873

571 AB184044 AB184053 IFM5875

643 AB184045 AB184054 IFM5875(mel)

741 AB184046 AB184055 TIMM1315*

891 AB184047 AB184056 TIMM1315-2

1024 AB184048

JN AB184049

Tabla 14: DDBJ accesion number usadas para la obtencién de los iniciadores forward y reverse
(150). *Cepa TIMM1315, C. gattii serotipo C utilizada en el presente estudio como cepa de
referencia.

La secuencia de estos 16 aislados de Cryptococcus gattii (C. bacillisporus), fueron
alineados con el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para su
posterior andlisis. El programa informatico BLAST (151) facilita la busqueda de
similitudes en un ndmero variable de secuencias de nucle6tidos, permitiendo visualizar
facilmente regiones completas de pares de bases semejantes unas de otras y
haciéndolas accesibles para poder utilizarlas en diferentes técnicas.

Luego de haber obtenido las regiones similares en todas las secuencias escogidas,
fue usado el programa Primer.exe. Finalmente, se obtuvo el primer iniciador (forward)
con una longitud de 19 pb, y localizado en 88-106 pb (Invitrogen™: CGC ATA TCT
CTC GAC AAC C). El primer complementario (reverse) presenté 22 pb de longitud
(Invitrogen™: ACA CGA CAA CTC TCT CTC TCT C) que correspondieron a la region
comprendida entre 528-547 pb. Por lo tanto, la longitud esperada para el fragmento

amplificado fue de aproximadamente 500 pb.
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5.3.1.2.4 Extraccion del ADN gendémico

Las cepas de Cryptococcus fueron cultivadas en medio de Sabouraud liquido
glucosado a 30°C por 72h, en agitacion suave (lka-Schittler MTS 2). Posteriormente
todo el cultivo fue recuperado en tubos (Falcon Blue Max 50 mL) y se centrifugd a
6000 g x 10 min. Las células fueron lavadas 2 veces con agua bidestilada estéril. El
volumen final de 1 mL de ésta suspensién celular, fue puesto en contacto con perlas
de vidrio estériles 0.40-0.60 mmg (Sartotins Ref.BBI-8541701) y fueron agitadas en un
vortex (Heiddph Reax2000) por aproximadamente 30 minutos, realizando 15 ciclos de

2 min cada uno y manteniendo siempre los tubos a 4°C.

Al observar al microscopio 6ptico con azul de metileno, que aproximadamente 90% de
las células fungicas estaban rotas, se recolect6 el maximo de volumen celular posible
y se agrego buffer de lisis, Proteinasa K (200ug/mL Invitrogen® Ref.25530-049) para
completar la ruptura de la pared celular y se incubd a 65°C por 1 hora. Pasado éste
tiempo se agregd fenol:cloroformo:isoamidoalcohol (25:24:1) (Sigma Ref.P2064)
agitando firmemente hasta obtener una mezcla lechosa caracteristica (Figura 12).
Luego se centrifugd por 15 min a 14000 rpm en una microcentrifuga

(Eppendorf.Centrifuge 5415) y se observaron las capas acuosa, intermedia y organica.

Figura 12: Extraccién de ADN, se aprecia el precipitado color blanco al realizar extraccién de ADN
de las cepas de Cryptococcus y Candida evaluadas.

La fase acuosa fue transferida cuidadosamente a otro tubo (Eppendorf Microtube
3810X) y se le afiadieron 10 pl de acetato de sodio 3M (Merck Ref.6268).
Inmediatamente se agreg0l etanol frio 100% (Panreac Ref.212770). Al observar las
trazas de precipitado, se centrifugd por 5 min a 14000 rpm. Se decanté el etanol y se
agrego etanol frio 70%, se centrifugé por 1 min mas y dejando secar completamente el
etanol al vacio (Millipore XX5522050). El sedimento correspondiente a &acidos

nucléicos se resuspendié en 500 pL de agua bidestilada estéril.
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Luego se realiz6 la comprobacion del material extraido en una electroforésis (BioRad
Mini Bus™Cell) de agarosa (Invitrogen™ Ref.15510-019) al 0,8% (Figura 13) con
bromuro de etidio (Invitrogen™ Ref.15585), observando el ADN aislado junto con
restos de ARN. El patron de pares de base utilizado fue Tracklt™ 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen™) desde 100 a 12000 bp.

ADN

Figura 13: Electroforésis en gel de 0,8% agarosa. La flecha indica ADN, debajo se puede observar
restos de ARN total.

Para purificar el ADN, 500 pg/mL de RNasa (Invitrogen™ Ref.12091-021) fueron
agregados, la mezcla se incub6 por 1 hora a 37°C y una nueva electroforésis permitié
observar el ADN puro y viable (Figura 14). Finalmente, el ADN resuspendido en agua
bidestilada fue mantenido a -20°C hasta su utilizacion.

ADN

Figura 14: Electroforésis en gel de 0,8% agarosa. Se observa ADN purificado sin restos de ARN.
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5.3.1.2.5 Amplificacion del fragmento del gen CNLACL1. Realizacién de la PCR

El fragmento del gen de la lacasa fue amplificado a partir de ADN gendmico utilizando
las siguientes condiciones en un volumen final de reaccion de 50ul.

Componente Volumen (ul) Conclzeir;t;i':tmon
H,O bidestilada estéril. 30.5 -
(10x) Tampén TBE de PCR 5 1x
(10x) 25mM Cl,Mg 3 2.5mM
(10x) solucién dNTPs 4 200 uM
Primer Forward (100 pmol/ul) 1 1uM
Primer Reverse (100 pmol/ul) 1 1uM
Taq polimerasa 5 U/ul 0.5 -
DNA problema 5 -

Las condiciones utilizadas para el termociclador (Master Cycler personal, Eppendorf) fueron
las siguientes:

Desnaturalizacion inicial 94°C 5min

30 ciclos Desnaturalizacion 95°C 30seg
Hibridacién 50°C 1min
Elongacion 72°C 1min

Elongacion final 72°C 7min

Temperatura de mantenimiento después de la reaccion: 4°C

5.3.1.2.6 Secuenciacion

El producto amplificado fue separado del resto del gel de agarosa y mediante una

columna de purificacion se prepar6 el material necesario para la secuenciacion.

Las columnas CENTRI-SEP (Princeton Separation, Adelphia, NJ 07710) fueron
usadas exactamente bajo las condiciones especificadas en las instrucciones del
equipo. La secuenciacion fue realizada en el Servei de Genomica de la Universitat
Pompeu Fabra, mediante el programa ABI PRISM 310NT Genomic Analyser (Applied
Byosistems, Calif. USA) y el termociclador BigDie Cycle-Sequencing Kit.
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Posteriormente la secuencia de nuclebétidos obtenida fue analizada utilizando

nuevamente el programa informético Basic Local Alignment Search Tool (151).

5.3.1.2.7 RT-PCR. Extraccién de ARN

Esta parte del estudio fue realizada en Michigan State University, Department of
Microbiology and Molecular Genetics, Biomedical Laboratory Diagnostics dirigido por
Ph. D. Leonel Mendoza.

Se analizaron nueve cepas de Cryptococcus gattii (6 serotipo B y 3 serotipo C) para
comprobar la trascripcion del fragmento encontrado. Los aislados fueron cultivados en
medio de cultivo Sabouraud liquido a 30°C por 72h, en agitacion suave (lka-Schittler
MTS 2). Posteriormente todo el cultivo fue recuperado en tubos Falcon Blue Max 50
mL y fue centrifugado a 6000 g x 10 min. El sedimento fue resuspendido en 1 mL de
agua bidestilada al 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC). Todo el material utilizado en
este ensayo fue previamente lavado con 0,1% de DEPC, para evitar desnaturalizacion
y contaminacién del ARN.

Luego la masa de levaduras se colocé en contacto con perlas de vidrio estériles 0.40-
0.60 mmg (Sartotins Ref.BBI-8541701), se colocd en hielo para mantener frio y se
procedid a agitar con vortex hasta observar con azul de metileno que el 90% de las
células fungicas estuvieran rotas. Al liquido presente se le afadi6 1 mL de Tri-
Reagent® (Molecular Research center, Inc. Cincinnati. Cat.No.TR118) homogenizando
bien la muestra y se incub6 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugo a
14.000 rpm a 4°C por 15 minutos (Eppendorf.Centrifuge 5415).

Después de la centrifugacion, se observaron 3 capas, la inferior corresponde a la capa
organica que contiene en su mayoria proteinas y fenol. La fase intermedia
corresponde a ADN y la fase superior (acuosa) incolora a ARN total. A la fase superior,
se le afiadi6 500 pl de Isopropanol (Sigma-Aldrich Prod.N° 190764) por cada ml.
Luego de 10 min de incubacion a temperatura ambiente, se centrifugd la mezcla a
14.000 rpm a 4°C por 8 min. Se lavo el precipitado con etanol frio al 75% y se seco el
ARN al vacio por 5 minutos. Fue resuspendido en agua de 0,1% DEPC, se realiz6 una
electroforésis en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (Figura 15), el patron de
pares de base utilizado fue Trackit™ 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™) desde 100 a

12000 bp, finalmente la suspensién de ARN se mantuvo a -20°C hasta su uso.
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Figura 15: Electroforésis en gel de 1% agarosa. Extraccion de ARN.
P: Patrén de pares de bases 1Kbplus DNA ladder, 1:B46; 2:B50; 3:TIMM1315; 4:C24; 5:C.krusei.

La concentracion y pureza del ARN se comprobd mediante el espetrofotébmetro.
(GeneQuant-Pharmacia Biotech RNA/DNA Calculador). El kit utlizado para la
realizacion de la RT-PCR fue iScript™ cDNA Sintesis kit (Bio-Rad), la concentracion
de cada muestra fue ajustada a >1pg/mL, concentracion minima necesaria
recomendada para optimizar los resultados de la prueba. Posteriormente, la reaccion
de trascriptasa reversa fue realizada segun las indicaciones del kit y el resultado se

visualizé mediante electroforésis en el gel de agarosa a 1% con bromuro de etidio.

5.3.1.3 Resultados

5.3.1.3.1 Amplificacion del fragmento del gen CNLAC1

El resultado de la amplificacion se visualizé en una electroforésis en gel de agarosa a
0,8% (Figura 16) observando la presencia de una banda de aproximadamente 500 pb
en todas las cepas de Cryptococcus gattii, serotipos B y C. La cepa TIMM 1315 C.
gattii serotipo C, utilizada como control positivo también presenté el fragmento
indicado, por el contrario la ATCC6258 Candida krusei fue negativa. El patron de pares
de bases utilizado fue Tracklt™ 100bp DNA Ladder (Invitrogen™).
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Figura 16: Electroforésis en gel de 0,8% agarosa. Resultado de la PCR, se observa el fragmento de
aproximadamente 500 pb solo en las cepas de los serotipos By C.
P: patron de 100pb. 1-2: cepas de Serotipo A, 3-9 cepas de serotipo B, 10-12:serotipo Cy 13-
14:serotipo D. Control negativo 15:Candida krusei. Control positivo 12: TIMM1315.

5.3.1.3.2 Andlisis del fragmento del gen de la lacasa. Secuenciacion

Una vez secuenciado, se observé que el fragmento del gen CNLAC1 amplificado tenia
aproximadamente 440pb. La secuencia obtenida fue:

NNNNNTNNNNNTGTGNAGACCGATGGTACCGCCNTCTATGGGCCCACTGTCCACGAAATGTCCATCGCACCTGGAGAA
AGGTACTCTGCAATTATTAACACCTCTGAAGGAAAGGAAGGTGATGCATTTTGGCTGAGGACAAGTGTTGCTCTGGGC
TGTATGTTTGGTGGAGTACCTCAGGTGGGATTGGCGGTGGTGAGGTACACGGGTAATGAAATGACTACTACTGCTGAG
CCTCAGAGTTATGCTTGGTGAGTTATGGGGGAGCCTGGGGCTGAATTTCAGCTGACAATATATCCAGGTCTGATCTAG
CGAATGCTACCGCTCTCTGTGCTGGGCTCGACCAGACATATACTCTTTCGTGAGCAGTGGTTGATTTCTTTGGTTTGA
ACGTTTTCTAATAATTACTTAGACCACGAGAGAGAGNNNNTTGTCGTGTAN

Mediante el programa informéatico BLAST la secuencia del fragmento fue enfrentada
con la base de datos de GenBank, y se obtuvo un 97% de homologia con una
secuencia parcial del gen CNLAC1 de Cryptococcus bacillisporus. (GenBank
accension n°® AB184041) (Figura 17).
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Figura 17: Secuencia enfrentada en GenBank.

Figura 17.txt

>dbj|AB184042.1| Cryptococcus bacillisporus for phenoloxidase, partial cds,
strain:
Length=584

Score = 760 bits (411), Expect = 0.0
Identities = 421/429 (98%), Gaps = 0/429 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 12 TGTGNAGACCGATGGTACCGCCNTCTATGGGCCCACTGTCCACGAAATGTCCATCGCACC 71

R N R RN RN R AR RN
Sbjct 120 TGTGGAGACCGATGGTACCGCCGTCTATGGGCCCACTGTCCACGAAATGTCCATCGCACC 179

72 TGGAGAAAGGTACTCTGCAATTATTAACACCTCTGAAGGAAAGGAAGGTGATGCATTT G 131

PRI LT e L
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L1
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r
[1]]
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|

FELTLTLEEEE L e e L e
T 240 GCTGAGGACAAGTGTCGCTCTGGGCTGTATGTTTGGTGGAGTACCTCAGGTGGGATTGGC 299

Query 192 GGTGGTGAGGTACACGGGTAATGAAATGACTACTACTGCTGAGCCTCAGAGTTATGCTTG 251
|

LLETEE LT EEr L Lt e e ey
sbjct 300 GGTGGTGAGGTACACGGGTAATGAAATGACTACTACTGCTGAGCCTCAGAGTTATGCTTG 359

Query 252 GTGAGTTATGGGGGAGCCTGGGGCTGAATTTCAGCTGACAATATATCCAGGTCTGATCTA 311
I

LLEELEL LT e L L e
Sbjct 360 GTGAGTTATGGGGGAGTCTGGGGCTGAATTTCAGCTGACAATATATCCAGGTCTGATCTA 419

312 GCGAATGCTACCGCTCTCTGTGCTGGGCTCGACCAGACATATACTCTTTCGTGAGCAGTG 371

R SRR R NN NN

Que |
[
t 420 GCGAATGCTACCGCTCTCTGTGCTGGGCTCGACCAGACATATACTC[I!CGTGAGCAGTG 479

nil
Shijc
Q

u
[
b

372 GTTGATTTCTTTGGTTTGAACGTTTTCTAATAATTACTTAGACCACGAGAGAGAGNNNNT 431

|
J
ery
RSN R RN R R RN R R R RN RN

Sbjct 480 GTTGATTTCTTTGGTTTGAACGTTTTCTAATAATTACTTAGACCACGAGAGAGAGAGAGT 539
Query 4?? TGTCGTGTA 440

RRERN

t 540 TGTCGTGTA 548

r
[
Sbjc



Resultados y Discusion
Objetivo 3

Figura 17: Secuencia enfrentada en GenBank.
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5.3.1.3.3 Trascripcion del fragmento del gen de la lacasa. Prueba de RT-PCR

La concentracion y pureza del ARN obtenido en las 9 cepas serotipos B y C, se
observa en la Tabla 15. Posteriormente, se realizo la reaccién de transcriptasa reversa
y el resultado se visualizé mediante electroforésis en el gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio (Figura 18), observdndose un fragmento de aprox 500 pb en las
cepas de serotipos B y C probadas. Para demostrar la identidad del fragmento
amplificado en esta segunda PCR posterior a la trascripcion, fue nuevamente
secuenciado y se comprobd que presentaba 97% de homologia con Cryptococcus

bacillisporus.

N° Cepa Pureza | pg/mL | ratio
1 B46 59 2.7 1.194
2 B50 50 47 1.191
3 C24 56 2.4 1.138
4 TIMM1315 60 2.3 1.216
5 C. krusei 52 2.9 1.040

Tabla 15: Concentracién de ARN obtenida para 2 C. gattii serotipo B, 2 serotipo C y Candida krusei.

Figura 18: Resultado de la RT-PCR. Electroforésis en gel de 1% agarosa.
2 cepas de Serotipos B y 2 de serotipo C. P: Patron de 1Kbplus DNA ladder (InvitrogenTM), 1:B46;
2:B50; 3:C24; 4:TIMM1315; 5:C.krusei.
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5.3.1.4Discusion

Hasta la fecha, los genes que han despertado mayor interés para ser utilizados como
modelos marcadores de la patogenicidad, son aquellos que se encuentran
relacionados con los factores de virulencia de Cryptococcus, como por ejemplo la
capacidad de producir melanina por la enzima lacasa. Los genes implicados en la
sintesis de la enzima lacasa hasta ahora identificados como responsables han sido el
gen CNLAC1 y posteriormente otros (152). Al gen CNLAC1 se le han identificado al
menos, la presencia de 14 intrones (96) y de hecho, en toda la estructura del genoma
de Cryptococcus neoformans se han identificado un gran nimero de intrones,

aproximadamente 6500 (99).

Filogenéticamente, se ha estimado que ambas especies de Cryptococcus gattii y C.
neoformans, se separaron al evolucionar hace 16-160 millones de afios (99),
conservando factores de patogenicidad similares. Ambas especies sintetizan la enzima
lacasa, ya que por pruebas estandares de laboratorio se evidencia la produccién de
melanina (81), a excepcién de ciertos aislados clinicos descritos como deficientes en

la produccion de éste polimero (147).

Debido a que epidemiolégicamente los casos clinicos difieren de acuerdo a la especie
gue produce la enfermedad, sin menospreciar el estado inmunoldgico del paciente, se
puede suponer que los factores de patogenicidad no tienen el mismo papel en la
virulencia. Utilizando un total de 55 cepas de C. neoformans y C. gattii, se evalué las
diferencias gendmicas en una regién del gen CNLAC1, encontrando que un fragmento
de éste gen con aproximadamente 440 pb, solo se observo en el ADN genémico de C.
gattii serotipo B y C sin importar el origen clinico o ambiental. Se observé también
ausencia de este fragmento en todas las cepas evaluadas de C. neoformans serotipo
AyD.

En los diferentes basidiomicetos productores de enzima fenoloxidasa, como
Bensingtonia, Bullera, Bulleromyces, diferentes especies de Filobasidiella y otras
especies de Cryptococcus (18), curiosamente, esta fragmento encontrado, no se
corresponde con ninguna zona secuenciada hasta ahora en ninguno de éstos hongos,
por lo tanto, se puede sugerir que éste fragmento es especifico para Cryptococcus

gattii.
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Recientemente Leal et al (153), evaluaron la utilizacién de diversos iniciadores o
primers especificos para la identificacion de C. neoformans y C. gattii, disefiados a
partir de secuencias ya existentes. Estos autores sugieren que la PCR mdltiple es méas
especifica que la prueba del medio de cultivo CGB. El fragmento del gen de la lacasa
encontrado en el presente trabajo se observo en el 100% de los C. gattii serotipo By C
usados, por lo tanto, realizar una PCR con éstos iniciadores podria utilizarse para
completar la identificacion de las levaduras de C. gattii, sin poder distinguir el serotipo
al cual pertenecen. Claro estd que se necesitaria ampliar estos estudios, incluyendo
en él, otras especies de Cryptococcus, para comprobar asi la especificidad de los

iniciadores.

Debido al niumero de intrones que presenta Cryptococcus, se comprobd in vitro que el
fragmento obtenido, formaba parte del ADNc y que la proteina lacasa estaba siendo
expresada con él, al menos en estas cepas especificamente, bajo las condiciones de

éste estudio.

Seria de gran interés realizar otros ensayos al respecto, en donde seria posible clonar
este fragmento, producir cepas mutantes y evaluar el poder patégeno in vivo de cepas
de Cryptococcus gattii serotipo B y C, con y sin el fragmento presente. Actualmente, se
realizan constantes esfuerzos para secuenciar el genoma de Cryptococcus
neoformans, siendo esto de gran utilidad para la biologia y patogenicidad de los
basidiomicetos, los cuales pueden permitir el desarrollo de estrategias moleculares en
modelos animales para identificar y caracterizar blancos potenciales para las drogas

antifungicas del futuro.
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Objetivo 4

Articulo 4. MICs and minimum fungicidal concentrations of
posaconazole, voriconazole and fluconazole for Cryptococcus

neoformans and Cryptococcus gattii. } Antimicrob Chemother, 62(1):205-
206.
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Sir,

The major aetiological species of cryptococcosis is
Cryptococcus neoformans, which is distributed especially in
association with pigeon droppings, and the most common
infection is in the CNS of immunocompromised patients.
Cryptococcus gattii, previously considered a biovariety of
C. neoformans, is the second agent of cryptococcosis; four basic
serotypes have been described: A and D for C. neoformans and
B and C for C. gattii. Although its geographical distribution is
restricted, C. gattii is being reported in new areas and has pro-
duced epidemic outbreaks in humans and animals." Unlike
C. neoformans, C. gattii can infect immunocompetent subjects.

The majority of the isolates from both species are susceptible
to azoles in vitro,> although most reports do not discriminate
between Cryptococcus species and serotypes. The main goal of
this study was to determine the MICs and minimum fungicidal
concentrations (MFCs) of the new antifungal drug posaconazole
in comparison with those of voriconazole and fluconazole for
C. neoformans and C. gattii isolates from various sources.

A total of 80 isolates of Cryptococcus from the collection of
the Research Unit on Infectious Diseases and Mycology
(Barcelona, Spain) were studied. Seventy-five were isolated from
the CSF of patients infected with HIV, and five isolates were
cultured from environmental samples. Fifty strains were C. neo-
formans: 25 serotype A (variety grubii) and 25 serotype D
(variety neoformans). The remaining 30 isolates were C. gattii
strains: 25 serotype B and 5 serotype C. Candida parapsilosis
ATCC 22019 and Candida krusei ATCC 6258 were used for
quality control.

Posaconazole was provided by Schering-Plough (Kenilworth,
NJ, USA), and voriconazole and fluconazole were provided by
Pfizer Pharmaceuticals (Groton, CT, USA).

Stock solutions of azoles and microplates were prepared and
processed, as described in CLSI (formerly NCCLS) document

JAC

M27-A2.% Yeast inocula were diluted to a final concentration of
0.5-2.5 x 107 cfu/mL.

From optically clear wells, 10 L was withdrawn and plated
on Sabouraud dextrose agar for the determination of MFC.
Plates were incubated at 35°C for 72 h. MFC was defined as the
lowest drug concentration that yielded less than three colonies, a
killing activity of ~99%.

For statistical analysis, the Wilcoxon rank-sum test was used
using SPSS 14.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA),
with significance being set at P << 0.05.

Results of the study confirmed that MICs for the two quality
control Candida isolates were within the limits described in the
M27-A2 document.® Table 1 shows MICs, and MFCs, values,
geometric means and ranges of the three azoles.

Statistical analysis revealed no significant differences
between MICs of posaconazole and voriconazole. However,
highly significant differences were found between fluconazole
MICs and those of the other two azoles (P < 0.001). The MICs
for the two Cryptococcus species were compared; they were
found to be significantly higher for C. gattii than for C. neofor-
mans (P = 0.007), especially the MICs of fluconazole. The
MECs of fluconazole and voriconazole were higher for C. gattii
serotype B. In contrast, the MFCs of posaconazole were lower,
only 2 mg/L for one C. neoformans serotype A isolate and one
C. gattii serotype B isolate. The MFCs of voriconazole were
higher: >1 mg/L for 4 C. neoformans isolates and >2 mg/L for
11 C. gattii serotype B isolates (44%). The highest MFCs were
2 mg/L for posaconazole, 4 mg/L for voriconazole and 16 mg/L
for fluconazole.

Several cases of C. neoformans isolates exhibiting marked
reduction in susceptibility to fluconazole have been reported in
AIDS patients.* Diverse authors attributed the increase in resist-
ance to the widespread use of maintenance therapy with flucona-
zole. Other studies have reported the opposite trend. The
antifungal susceptibility of 70 Spanish C. neoformans clinical
isolates did not change significantly between 1994-96 and
1997-2005. The fluconazole MICs, values remained stable, and
the authors concluded that the in vitro resistance to fluconazole
decreased over the 11 years.” Pfaller et al.” examined a large
series of strains from 100 medical institutions and reported an
accumulative percentage of 99% for isolates inhibited by vorico-
nazole or posaconazole: 99% of the isolates being susceptible at
MIC <1 mg/L. Although the authors did not discriminate
between C. neoformans and C. gattii, presumably the majority
of isolates were C. neoformans.

We have found a very low level of resistance of
Cryptococcus species to azoles. The highest MICs were obtained
for C. gattii serotype B; this species appeared to be less suscep-
tible to the azoles than both serotypes (A and D) of C. neofor-
mans (P = 0.007 for MIC and P = 0.020 for MFC). MFCs
could be better predictors of clinical response to antifungal
therapy; however, standard methods have not been developed.
Most investigators follow the proposals of Espinel-Ingroff er al.®

Greater differences in MFCs than MICs were seen; 2 isolates
of C. gattii had MFCs of fluconazole >16 mg/L and 13 isolates
had MFCs of voriconazole >2 mg/L.
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Table 1. Susceptibilities (mg/L) of 80 Cryprococcus isolates belonging to four serotypes to fluconazole (FLC), voriconazole (VRC) and

posaconazole (POS)

Antifungal agent Serotype MIC range MEFC range MICs MEFCs GM MIC GM MFC
FLC A <0.125-1.0 <0.125-2 0.5 0.5 0.4 0.5
D <0.125-1 <0.125-1 0.5 1.0 0.4 0.7
B 0.25-2.0 0.25-16 1 2.0 1 1.8
C 0.5-1.0 1-2 0.5 2.0 0.7 1.5
VRC A <0.03-0.25 <0.03-2 0.12 0.12 0.1 0.2
D 0.06-0.25 0.06->1 0.06 0.5 0.1 0.1
B 0.12-0.5 0.12-4 0.25 1.0 0.2 1.0
C 0.06-0.25 0.12-0.25 0.25 0.25 0.1 0.2
POS A <0.03-0.25 <0.03-2 0.12 0.25 0.1 0.1
D <0.03-0.25 <0.03-0.5 0.12 0.12 0.1 0.2
B 0.06-0.5 0.06-2 0.12 0.25 0.2 0.3
C 0.06-0.25 0.06-0.25 0.25 0.25 0.2 0.2

GM, geometric mean.

Isolates tested were 25 C. neoformans serotype A (variety grubii), 25 C. neoformans serotype D (variety neoformans), 25 C. gattii serotype B and 5 C. gattii

serotype C.

The possibility of change for in vitro susceptibility of
Cryptococcus spp. in the future justifies the need for further sys-
tematic studies using standardized techniques. This is particu-
larly valid for azoles, as their period of clinical and therapeutic
use is still very short.
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5.4 Objetivo 4

Establecer patrones de sensibilidad de C. neoformans y C. gattii a los triazoles
utilizados para el tratamiento de la criptococosis, asi como, para el posaconazol,

considerado una nueva alternativa terapéutica.

5.4.1 Articulo 4: MICs and minimum fungicidal concentrations of posaconazole,
voriconazole and fluconazole for Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii. J Antimicrob Chemother, 62(1):205-206.

La criptococosis suele ser una enfermedad extremadamente grave y con mal
prondstico, sobre todo para sujetos inmunodeprimidos. Hasta ahora se conoce que la
mayoria de los casos de criptococosis meningea son producidas por una de las
especies mas patdgenas del genero Cryptococcus, C. neoformans y C. gattii, aunque
se han descritos algunos cuadros de meningitis y criptococemia producidos por
diferentes especies menos patdgenas como C. albidus y C. laurentii (154).

La mayoria de los aislamientos de C. gattii y C. neoformans son sensibles in vitro a los
antifingicos azoles (155). Sin embargo, la sensibilidad de estas levaduras es variable
y depende de la especie, el area geogréfica y origen de las cepas. La gran mayoria de
los trabajos realizados acerca de la sensibilidad de éstas levaduras, incluyendo las
largas series de Pfaller et al (155), no discriminan entre las especies evaluadas y

mucho menos entre los serotipos de cada una de ellas.

Los antifungicos tradicionalmente utilizados para el tratamiento de la criptococosis son
en primer lugar la anfotericina B (AB) desoxicolato o asociada a lipidos, administrada
de forma exclusiva o bien en combinacién con la 5-fluorocitocina (5FC). Este
tratamiento es el de primera eleccion en enfermos de sida con meningitis por

criptococos.

Como antifingico alternativo en pacientes sin evidencias de inmunosupresién o
inmunodeprimidos no-sida, también se utiliza el fluconazol por via intravenosa, que
posteriormente puede administrarse por v/o. El itraconazol (ITZ) también se ha
utilizado como tratamiento alternativo y al igual que el fluconazol es empleado como

terapia de mantenimiento para evitar recidivas (114).
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Hasta ahora se han descrito pocos casos de resistencia a estos antifungicos
comunmente utilizados. Quindos et al (140), comentan que la resistencia a voriconazol
de Cryptococcus neoformans obtenidos de aislados clinicos espafioles es poco
frecuente y que presenta tendencia a disminuir, Morera et al (156), no encontraron
aislados resistentes al voriconazol en 55 cepas de C. gattii.

Los primeros triazoles, fueron introducidos hace mas de 15 afios para el tratamiento
sistémico de distintas micosis. Debido a la diferente actividad, y a los diversos efectos
adversos e interacciones con otros farmacos que pueden presentar estos antifingicos,
constantemente se realizan estudios para ampliar el abanico de posibilidades y tener
opcion de poder administrar otros azoles mas activos y menos téxicos con mayor
efectividad para el tratamiento de micosis profundas o sistémicas. Tal es el caso, del

VNZ y POS, que recientemente han sido aprobados para su uso terapéutico (157).

En el 2007 se ha introducido el PZ, que actualmente se comercializa en Espafia y que
aporta mayor espectro de actividad, y una buena tolerancia en su administracion oral
(158). La informacién disponible sobre la sensibilidad de Cryptococcus a este
antifingico es muy limitada y hasta la publicacion de nuestro trabajo, no existian datos
referidos a la diferenciacion por serotipos y muy pocos referidos a las dos especies

patégenas de este género.

Los estudios de sensibilidad in vitro a los antifingicos convencionales y a nuevos
preparados (sordarina, albaconazol) de Cryptococcus diferenciando netamente las
especies (o las variedades, antes del 2002), y los serotipos, asi como el origen clinico
o ambiental de los aislados, ha sido una constante del grupo de investigacion en el
gque he desarrollado la tesis doctoral. En efecto, en 6 publicaciones anteriores
(156,159-163), se profundiza en este tema demostrando que en algunos casos el
grado de sensibilidad varia segun el serotipo considerado. Por ejemplo, el serotipo B
de C. gattii resulté significativamente menos sensible a un derivado de la sordarina

que los serotipos Ay AD de C. neoformans (160).

Otro de los objetivos del presente trabajo, ha sido determinar las concentraciones
fungicidas minimas (CFM) de los triazoles. Aunque este método todavia no esta
completamente estandarizado, se considera que puede aportar mayor informacion

sobre la actividad antifungica que la determinacion tradicional de la CMI.
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Por lo tanto, con el objetivo de ampliar la informacién disponible actual en cuanto a
patrones de sensibilidad de Cryptococcus gattii y C. neoformans, se determiné la
actividad in vitro de tres azoles: fluconazol, posaconazol y voriconazol mediante la
técnica de microdilucion en medio liquido segun las guia del CLSI M27-A2 (105). Los
resultados de éste estudio se han publicado en J Antimicrob Chemother. 2008;
62(1):205-6 (164).

Se incluyeron un total de 80 aislados de Cryptococcus, 75 de origen clinico y 5 de
origen ambiental. De éstos aislados, hubo 50 C. neoformans (25 serotipo A, 25
serotipo D) y 30 cepas C. gattii (25 serotipo B, 5 serotipo C) (Tabla 8).

Para controlar la calidad de las microplacas de antifingicos preparadas en el
laboratorio, asi como del medio de cultivo RPMI+glucosa, y en general todas las
condiciones de la prueba, se incluyeron las cepas de control de calidad recomendadas
en las instrucciones del manual M27-A2 (105) que actualmente es sustituido por el
manual M27-A3 (104) y cuyos valores esperados de CMI se muestran en la Tabla 16.
Los valores obtenidos en este trabajo para las cepas de control de calidad, se

encontraron dentro de los rangos establecidos.

Organismo Antifangico Rango (pg/mL) Valor obtenido
(ug/mL)
Candida parapsilopsis ATCC® 22019 Fluconazol 0,5-4,0 0,5
Voriconazol 0,016-0,12 0,12
Posaconazol 0,06-0,25 0,06
Candida krusei ATCC® 6258 Fluconazol 8,0-64 16
Voriconazol 0,06-0,5 0,5
Posaconazol 0,06-0,5 0,06

Tabla 16. Limites recomendados para CMI (ug/mL) en 24 horas para las dos cepas de control de
calidad utilizadas para microdilucién en caldo. Tomado de Manual M27-A2 (105). ATCC® marca
registrada de American Type Culture Collection.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) se pueden obtener para un gran
ndamero de sustancias, como antibiéticos, antineoplasicos y antifungicos, entre otros.
Representan las concentraciones mas reducidas del medicamento que causan una

inhibiciébn determinada en el crecimiento de los microorganismos con interés clinico.
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Generalmente, se emplea el criterio de una inhibicion del 50% o 95% del crecimiento.
En este trabajo se calcul6 la CIM del 50% de las cepas evaluadas; asi como para la
concentracion fungicida minima, CIM50 y CFM50 respectivamente (165).

No suele ser muy comun la descripcion de fallos terapéuticos debido a resistencia a
los antifungicos por parte de cepas de Cryptococcus, sin embargo, se realizan gran
cantidad de trabajos para evaluar los patrones de sensibilidad de este hongo a los
antifingicos existentes (155). Como se ha comentado, la mayoria de estas
investigaciones, no discriminan en especies ni en serotipos, y debido a la diversidad
epidemioldgica que presentan ambas especies, consideramos importante evaluar la
sensibilidad de la forma mas especifica y discriminativa a los antifingicos

comunmente utilizados o que se pueden utilizar en el tratamiento de la criptococosis.

Para leer los resultados de las CMI obtenidas para los azoles, se siguié el criterio de
interpretacion recomendado en el manual M27-A2, que acepta que la CMI
corresponde al pocillo de disminucién del crecimiento visible (aprox. 50%), en relacion

con el pocillo control de crecimiento, libre de droga.

Si utilizamos los criterios para clasificar con una finalidad practica las cepas de
Cryptococcus en sensibles (S), sensible dependiente de la dosis (SDD) o resistentes
(R) al fluconazol (105), tenemos que: S < 8 pug/mL, SDD 16-32 pyg/mL y R = 64 pg/mL.
Actualmente no existen criterios aprobados para voriconazol o posaconazol. Sin
embargo, Pfaller et al (109), propuso puntos de corte en especies de Candida, que
clasifican la actividad antifangica del voriconazol en S < 0,5 pg/mL y R = 4 pg/mL.

En base a estos criterios, se puede observar en la Tabla 17, ninguno de los valores de
rango de CMI obtenidos para el fluconazol, posaconazol y voriconazol fueron = 4
pug/mL, con lo cual todas las cepas se pueden considerar S para los tres antifiingicos

evaluados.
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I  —  — N N N N N N N — s ———
Antifingico Serotipo Rango CMI | Rango CFM | CMI 50 CFM 50 MG MG
CMI CFM

[ Fluconazol A <0,125-1,0 <0,125-2 05 0,5 0,4 0,5
D <0,125-1 <0,125-1 0,5 1,0 0,4 0,7

B 0,25-2,0 0,25-16 1 2,0 1 1,8

C 0,5-1,0 1-2 0,5 2,0 0,7 15

| Voriconazol A <0,03-0,25 <0.03-2 0,12 0,12 0,1 0,2
D 0,06-0,25 0,06->1 0,06 0,5 0,1 0,1

B 0,12-0,5 0,12-4 0,25 1,0 0,2 1,0

C 0,06-0,25 0,12-0,25 0,25 0,25 0,1 0,2

| Posaconazol A <0,03-0,25 <0,03-2 0,12 0,25 0,1 0,1
D <0,03-0,25 <0,03-0,5 0,12 0,12 0,1 0,2

B 0,06-0,5 0,06-2 0,12 0,25 0,2 0,3

Cc 0,06-0,25 0,06-0,25 0,25 0,25 0,2 0,2

Tabla 17. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Fungicida Minima (ug/mL) de 80 cepas
de Cryptococcus neoformans y C. gattii de fluconazol, voriconazol y posaconazol.

El posaconazol es el antifungico azélico mas nuevo que se encuentra comercializado,
su formula quimica es mas cercana al itraconazol que al fluconazol (127). Aplicando
los mismos criterios descritos para el voriconazol, se comprob6 que ninguna de las
cepas presento resistencia, ya que el valor del rango de CMI mas alto obtenido, nunca
fue 2 0,5 ug/mL (Tabla 17).

Las concentraciones fungicidas minimas (CFM) para los tres antifingicos, también
fueron evaluadas. Actualmente, no existen criterios para una interpretacion equivalente
a los términos de sensibilidad o resistencia, y tampoco existen unas pautas
estandarizadas para su realizacion. Muchos investigadores, utilizan los criterios

empleados por Espinel-Ingroff (166).

Diversos autores han demostrado que las CFM pueden predecir mejor que las CIM las
posibilidades de fallo terapéutico, esto ha sido estudiado en Trichosporonosis y en
candidemias, al menos en modelos animales (167-169). Indicando que valores
elevados de CFM, pueden predecir el desarrollo de resistencia por parte de los

aislados en algunos casos.

En base a estos datos, es interesante comentar que en las cepas evaluadas en este
trabajo solo 2 de 30 aislamientos de C. gattii (B48a y B331c) (Tabla 18) presentaron
valores de 16 pg/mL de CFM para fluconazol, indicando, por lo tanto, una baja

prediccion de éxito terapéutico en general.
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La posibilidad de que ocurra un cambio en la sensibilidad de Cryptococcus spp en el
futuro, justifica la necesidad de estudios in vitro e in vivo, utilizando pruebas
estandarizadas, que validen la actividad de los azoles asi como de otros antifingicos
accesibles comercialmente.
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CEPA FNZ FNz VNZ VNZ POS POS

CMI CMF CMI CMF CMI CMF
A95a 0,5 0,5 0,12 0,12 0,25 0,25
A97a 0,5 0,5 0,12 0,12 0,12 0,12
All8a 1 1 0,12 0,25 0,25 0,25
All9a <0,125 0,25 0,06 0,5 0,06 0,06
Al48a 0,5 1 0,12 0,12 0,25 0,25
Al7c <0,125 <0,125 <0,03 0,12 <0,03 <0,03
Al19c <0,125 0,25 0,06 0,25 0,06 0,06
Al48c <0,125 <0,125 0,06 0,06 0,06 0,06
A469c 0,25 0,5 0,12 0,12 0,12 0,12
A473c 0,5 0,5 0,25 0,5 0,25 0,25
Al0l1c 0,25 1 0,06 0,12 0,06 0,12
Al102c 1 1 0,12 0,12 0,12 0,12
A108c 0,25 0,25 0,06 0,06 0,12 0,12
A109c 0,5 1 0,12 0,25 0,25 0,25
All2c 0,25 0,5 0,12 0,12 0,25 0,12
A302c <0,125 <0,125 <0,03 <0,03 0,06 0,06
A304c 0,5 0,5 0,12 0,12 0,06 0,06
A306¢C 0,5 0,5 0,25 1 0,12 0,12
A307c 0,5 0,5 0,25 2 0,25 0,25
A312c 0,5 0,5 0,25 2 0,25 0,12
A332c 0,25 0,5 0,06 0,5 0,12 0,12
A333c 1 1 0,25 0,25 0,12 0,12
A334c 1 2 0,25 0,25 0,25 2
A335c 0,5 1 0,12 0,12 0,12 0,25
A339c 1 2 0,25 0,25 0,25 0,25
B169c* 0,5 0,5 0,25 0,25 0,12 0,12
B48a* 1 16 0,25 2 0,12 0,12
B50a* 2 2 0,5 4 0,25 0,5
B52a* 1 4 0,25 0,5 0,12 0,12
B53a* 0,5 2 0,25 2 0,12 0,25
B56a* 0,5 4 0,12 2 0,25 0,5
B58a* 1 4 0,5 4 0,25 0,5
B59a* 1 2 0,5 4 0,25 1
B60a* 2 1 0,5 4 0,25 1
B470c* 1 2 0,5 4 0,25 0,5
B163c* 2 2 0,5 4 0,25 2
B170c* 2 2 0,25 0,5 0,12 0,12
B171c* 0,5 0,5 0,12 0,12 0,12 0,12
B172c* 1 1 0,12 0,25 0,12 0,12
B173c* 1 4 0,12 1 0,12 0,25
B174c* 2 4 0,5 1 0,25 0,25
B331c* 2 16 0,12 1 0,12 0,25
B168c* 0,5 0,5 0,12 0,12 0,12 0,12
B175c* 2 4 0,5 4 0,12 0,5
B257c* 1 1 0,12 0,12 0,12 0,12
B258c* 0,5 0,5 0,12 0,12 0,12 0,12
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CMI CMF CMI CMF CMI CMF
B416¢* 2 4 0,5 0,5 0,5 0,5
B260c* 0,25 0,25 0,12 0,06 0,06 0,06
B259c* 1 2 0,5 4 0,06 0,06
B261c* 0,5 0,5 0,12 1 0,12 1
BV19* 0,5 2 0,25 0,25 0,25 0,25
HO058* 0,5 2 0,12 0,25 0,25 0,25
C24a* 1 2 0,12 0,12 0,25 0,25
TIMM1315* 0,5 1 0,06 0,25 0,06 0,06
IFM5875* 0,5 1 0,12 0,12 0,12 0,12
Dlc 1 1 0,12 0,12 0,25 0,5
D2c 1 1 0,25 0,25 0,25 0,5
D3c 1 1 0,12 0,12 0,12 0,25
D6c 0,5 0,5 0,12 0,25 0,12 0,25
D13c 0,25 0,5 0,12 0,12 0,12 0,25
D32c <0,125 0,125 0,06 0,06 <0,03 0,03
D94c 0,5 1 0,12 0,25 0,12 0,12
D97c 0,5 1 0,06 0,06 <0,03 0,12
D125c 0,5 0,5 0,06 0,12 0,06 0,06
D213c 0,25 0,5 0,06 0,12 0,06 0,12
D399c <0,125 <0,125 0,06 0,12 <0,03 0,03
D21c 0,5 1 0,06 0,06 0,06 0,12
D35c 1 1 0,06 0,12 0,06 0,12
D38c 1 2 0,06 0,25 0,12 0,25
D188c <0,125 0,25 0,06 0,12 <0,03 0,25
D145c 1 1 0,12 1 0,06 0,06
D192c 0,5 0,5 0,12 0,25 0,12 0,25
D183c 1 1 0,12 0,5 0,25 0,25
D191c 0,25 1 0,12 0,5 0,12 0,25
D311c <0,125 <0,125 0,06 0,12 <0,03 0,03
D182c <0,125 <0,125 0,06 0,06 <0,03 0,03
D187c 1 1 0,12 0,12 0,06 0,12
D309c 0,125 0,25 0,12 0,25 0,12 0,12
D181c 0,125 0,25 0,06 0,25 0,12 0,5
D179c 0,25 1 0,25 0,25 0,12 0,12

Tabla 18. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién fungicida minima (CFM) en

pg/mL de Fluconazol (FNZ), Voriconazol (VNZ) y Posaconazol (POS) de Cryptococcus gattii* (N=30)
y C. neoformans (N=50).

5.4.2 Alternativas al método de referencia M27-A2

Debido a las dificultades que tienen muchos laboratorios clinicos para determinar las
CMI utilizando los métodos de microdilucién en placa estandarizados, como es el caso
del método de referencia del CLSI M27-A2 y su nueva version M27-A3 (104),
consideramos indicado comparar la sensibilidad de C. neoformans y C. gattii al nuevo

antifingico posaconazol, empleando una técnica comercial como las tiras de Etest®,
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ampliamente usada por la mayoria de los laboratorios de microbiologia, por

considerarse una técnica practica, sencilla y rapida de realizar.

Para ello se procedi6 a analizar la concordancia del Etest® con el método de
referencia M27-A2 utilizando los mismos aislados de Cryptococcus que en la
publicacion anterior, y tiras de Etest® de Posaconazol (AB BIODISK, Solna, Sweden).

Este estudio, todavia sin publicar, que constituye una aportacion al estudio de
sensibilidad a este triazol, fue presentado en formato poster (P010) en el 3rd Trends in
Medical Mycology. Torino 28-31 octubre 2007 (Anexo).

El sistema Etest® comercializado por AB BIODISK, Solna, Sweden. Esta técnica
cuantitativa de difusion en agar esta basada en tiras impregnadas con antiflingico, en
un gradiente variable de concentracién. Su correlacién con el método del CLSI varia
segun los estudios realizados y depende de varios factores como son: los medios de
cultivo, tiempo de incubaciéon y sobre todo la interpretacion de la lectura del elipse de
inhibiciébn. Esta es una técnica facil y rapida de hacer en un laboratorio de
microbiologia asistencial. Su principal desventaja para algunas regiones geograficas

es su disponibilidad comercial y precio de venta.

La técnica estandarizada mas frecuentemente utilizada como meétodo de referencia
corresponde al de microdilucion en caldo. Como se ha comentado, existen varias
guias editadas por el CLSI, en donde se dictan las pautas para realizar este método, la
mas recientemente publicada es la guia M27-A3 (101) precedida anteriormente por la
M27-A2 (102). La mayor desventaja que presenta el método de microdilucion en caldo,
es que se trata de un método muy laborioso que no es practico para incorporar en un

laboratorio de asistencia médica.

Por lo tanto, ya que las tiras de Etest® del antiflingico posaconazol se encuentran
disponibles comercialmente, es interesante conocer el comportamiento que pueda

tener este antifungico frente a aislados de Cryptococcus neoformans y C. gattii.

Utilizando las mismas 80 cepas (C. neoformans N=50 y C.gattii N=30), descritas en el
apartado anterior, se procedi6 a determinar la susceptibilidad al posaconazol,
mediante la técnica M27-A2 y el método de Etest® en medio agar-RPMI. Para el
método evaluado se siguieron los procedimientos indicados en la guia publicada por la

empresa distribuidora de las tiras de antifungicos (AB BIODISK, Solna, Sweden).
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También fueron utilizadas las cepas de control de calidad Candida parapsilosis ATCC
22019 y C. krusei ATCC 6258, obteniéndose los valores esperados de CMI para el
Etest® que resultaron de 0,032 yg/mL y 1,0 yg/mL; respectivamente.

Los resultados de este estudio demostraron un 100% de concordancia (Tabla 19)
entre el método de referencia M27-A2 y las tiras de Etest®, aunque se aprecié una
sensibilidad ligeramente mayor para el método de referencia (Tabla 19). El Etest®
presentd valores de una dilucion inferior al M27-A2, sin que se detectara ningun
aislado resistente al posaconazol.

Basandonos en estos datos es posible sugerir que el Etest® es un método
comercialmente disponible, que en las condiciones de aplicacion también es util para

determinar las CMI al posaconazol, tanto en C. neoformans como en C. gattii.

Técnica | Rango CMI 50% CMI 90% MG %Concordancia
M27-A2 (POS) <0,03-0,5 0,12 0,25 0,1 -
Etest®
agar RPMI (POS) 0,032-0,5 0,25 0,5 0,2 100

Tabla 19. Rango de Concentracién minima inhibitoria (CMI) al posaconazol (ug/mL), CMI 50% y
90%, media geométrica (MG) y porcentaje de concordancia entre el método de referencia (M27-A2)
y Etest. 80 cepas evaluadas, Cryptococcus neoformans (N=50) y C. gattii (N=30).
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6 Conclusiones

De acuerdo con los objetivos que nos propusimos en el capitulo correspondiente se ha
podido llegar a las siguientes conclusiones:

Conclusiones referidas al Objetivo 1:

1.1 Para poder estudiar las diferencias en la actividad ureasa de ambas especies,
C. neoformans y C. gattii, se disefi6 un método original y reproducible que
permitio realizar la cuantificacion de esa actividad enzimética.

1.2 Utilizando ese método in vitro, se comprobé que los aislados de Cryptococcus

neoformans presentaban (estadisticamente) mayor actividad ureasa que las de
C. gattii, independientemente del origen de las cepas.

Conclusiones referidas al Objetivo 2:

2.1 Realizando una adaptacion de la técnica utilizada par medir la actividad
fenoloxidasa de Mycaobacterium leprae, fue posible analizar cuantitativamente
la produccion de esta enzima a partir de cultivos puros de C. gattii aislados de
cabras, comparandolos con cepas de referencia de la misma especie y de C.
neoformans.

2.2 Los resultados obtenidos demostraron que, en conjunto, C. gattii presentaba in
vitro mayor actividad lacasa (fenoloxidasa) que C. neoformans.

2.3 Las tres cepas con mayor produccién de lacasa fueron los agentes de otros
tantos brotes epidémicos de criptococosis en cabras, sugiriendo que esta

enzima tiene un papel destacado en la virulencia de C. gattii.

Conclusiones referidas al Objetivo 3:

3.1 El estudio molecular de cepas seleccionadas de C. gattii demostré que el

gen CNLACL1 de esta especies, presenta una region exclusiva en sus dos
serotipos By C.
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3.2 Se pudo demostrar in vitro que la regioén identificada en el gen CNLAC 1, es
utilizada en la trascripcion de la expresion de la enzima lacasa,
especificamente en C. gattii serotipos B 'y C.

Conclusiones referidas al Objetivo 4:

4.1 Utilizando un método de microdilucion estandarizado de referencia, las 80
cepas de C. neoformans y de C. gattii, evaluadas resultaron sensibles a los
tres antifangicos estudiados, fluconazol, voriconazol y posaconazol. Las
CMI de los dos ultimos triazoles fueron muy similares, no superando los 0,5
Mg/mL.

4.2 Se analizé la concentracibn minima fungicida de estas cepas a los tres
triazoles, comprobandose que resultados equivalentes a los de las CMI. A
pesar de que el posaconazol presentd mayor actividad que los otros azoles,
no se hallaron diferencias estadisticamente significativas en los resultados
obtenidos entre las dos especies de Cryptococcus, hi entre sus serotipos.

4.3 Se evalu6 la utilidad del método Etest como alternativa al micrométodo,
para determinar las CMI del posaconazol en C. gattii y C. neoformans,
encontrdndose un buen nivel de concordancia entre ambos métodos.

4.4Lla elevada sensibilidad de ambas especies de Cryptococcus al
posaconazol, sugieren que este nuevo antifingico puede ser una

alternativa terapéutica en el tratamiento de la criptococosis.
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EVALUATION OF E-TEST® METHOD COMPARED

WITH M27-A2 BROTH MICRODILUTION

ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY TESTING OF
POSACONAZOLE AGAINST Cryptococcus

neoformans AND Cryptococcus gattii

Alvarado, Eidi; Torres-Rodriguez, Josep M.; Murciano, Francisca; Sellart, Maite
Infectious Disease and Mycology Research Unit. Institut Municipal d'Investigacid Medica,
Parc de Recerca Biomedica de Barcelona and UDIMAS; Autonomous University of Barcelona.

™ INTRODUCTION

The standardization of antifungal susceptibility is an area of major research interest. The
reference broth microdilution method M27-A2 published by CLSI is a useful technique to
determinate minimum inhibitory concentration (MICs) of yeasts, but is not easy to performance
in @ routine laboratory. Among the alternative methods the E-test® strip in agar-RPMI
medium is an easy and available assay for all commercial antifungal agents. Posaconazole

B MATERIAL AND METHODS

The MICs of eighty clinical isolates of the two species of Cryptococcus from different countries;
were determinate using two different assays.

1. Microbroth method: RPMI 1640 buffered to pH 7 with MOPS plus 2% glucose broth medium.
The microplates and the Posaconazole stock solution in dimetil sulfoxide (16 pg/mL) were
prepared according to M27-A2 guidelines instructions. Yeast inoculum was McFarland 0.5.

2. E-Test®: The MICs values of E-test® method were obtained by seeding Cryptococcus
cells in agar-RPMI medium, incubated at 35°C for 48-72 hours, as it has been described by

" RESULTS

Table 1 shows the values of MICs range, MICs 50%, MICs 90% and GM obtained with each
technique. The percentage of agreement between both techniques is also shown.
The MICs range obtained was very similar with the M27-A2 and E-test®, <0,03-0,5 ug/mL
y 0,032-1,0 ug/mL; respectively.

There is no significant difference between the values of MIC 50% and MIC 90% obtained
with both methods, no more than 2 log2 antifungal dilution.

The agreement obtained between the E-test® strips with agar RPMI medium and the reference
method M27-A2 was 100%.

Table 1. Values of MICs, range, MIC50, MIC90, geometric means of susceptibility of posaconazol
and agreement between the reference method M27-A2 and Etest strips.

Technique Range MIC50 MIC90 GM % Agreement

Posaconazole <0,03-0,5 0,12 0,25
M27-A2

0,1 -

Posaconazole 0,032-0,5 0,25 0,5 0,2
E-test® agar RPMI

CONCLUSIONS

Determine antifungal susceptibility of Posaconazole against Cryptococcus neoformans
and C. gattii using E-test® in agar RPMI medium is a fast, simple and reliable technique,
which can be used as a good alternative of the reference method M27-A2 in the routine
microbiology laboratories.

The results of this study suggest that E-test is a suitable method for testing the
susceptibility of C. neoformans and C. gattii to Posaconazole. E-test is less labour
intensive and much simpler to use than the reference broth microdilution method and
as such is convenient for routine susceptibility testing of Posaconazole.

(PNZ) is the newest triazole antifungal agent used for the treatment of severe fungal
infections, including cryptococcosis. This study was undertaken to compare the performance
the Etest with RPMI 1640 supplemented with 2% glucose medium in determining the MICs
of clinical isolates of C. neoformans and C. gattii to Posaconazole.

the manufacturers (AB BIODISK, Sweden). Yeast inoculum of 1 McFarland was used.
Candida parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6258 were employed as quality control
for both media, lectures were done at 24 hours.

The MICs values, range, MICs 50% and 90%, geometric mean (GM) and the agreement
between the methods were obtained. The agreement between both techniques were considered
meanwhile not shown values upper than 2 log2 antifungal dilution.

The difference values obtained were analysis with the Bland and Altman program for statistical
significance.

Table 2. Individual MICs value of 80 strains of Cryptococcus neoformans and C. gattii and its
serotypes.

MIC M27-A2 Etest

STRAIN MIC M27-A2 Etest STRAIN
C. neoformans (D)

C. neoformans (A)

O5A 0,25
97A 0,25
118A 0,5
119A 0,25
148A 0,25
17C 0,032
19C 0,25
148C 0,125
469C 0,064
473C 0,125
101C 0,016
102C 0,125
108C 0,064
109C 0,125
112C 0,064
302C 0,125
304C 0,25
306C 0,064
307C 0,125
312C 0,064
332C 0,064
333C 0,032
334C 0,064
335C 0,25
339C 0,032
STRAIN MIC M27-A2 STRAIN MIC M27-A2 Etest
C. gattii (C) C. gattii (B)
417C 0,125 169C 0,12 0,125
160A 0,25 0,125 48A 0,12 0,5
24C 0,25 0,125 50A 0,25 0,5
475C 0,06 0,125 52A 0,12 0,25
476C 0,12 0,125 53A 0,12 0,5
56A 0,25 0,5
58A 0,25 0,5
59A 0,25 0,5
60A 0,25 0,25
470C 0,25 0,25
163C 0,25 0,25
170C 0,12 0,125
171C 0,12 0,25
172C 0,12 0,25
173C 0,12 0,25
174C 0,25 0,25
331C 0,12 0,125
168C 0,12 0,125
175C 0,12 0,5
257C 0,12 0,064
258C 0,12 0,125
416C 0,5 0,25
260C 0,06 0,25
259C 0,06 0,064
261C 0,12 0,25
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Evaluation of Etest® method compared with M27-A2 broth microdilution antifungal
susceptibility testing of Posaconazole against Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii.

Alvarado-Ramirez, Eidi; Torres-Rodriguez, Josep M.; Murciano, Francisca; Sellart-
Altisent, Maite.

Infectious Disease and Mycology Research Unit. Institut Municipal d’Investigacié Medica, Parc
de Recerca Biomeédica de Barcelona and UDIMAS; Autonomous University of Barcelona.

Introduction. The standardization of antifungal susceptibility is an area of major research
interest. The reference broth microdilution method M27-A2 published by CLSI is a useful
technique to determinate minimum inhibitory concentration (MICs) of yeasts, but is not easy to
performance in a routine laboratory. Among the alternative methods the Etest® strip in agar-
RPMI medium is an easy and available assay for all commercial antifungal agents.
Posaconazole (PNZ) is the newest triazole antifungal agent used for the treatment of severe
fungal infections, including Cryptococcosis. The main goal of this study is to analyze the
agreement between the reference method and the Etest® in Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii when there are used for susceptibility testing to PNZ.

Materials and Methods. The MICs of eighty clinical isolates of two species of Cryptococcus
from different countries; were determinate using two different assays.

1) Microbroth method: RPMI 1640 buffered to pH 7 with MOPS plus 2% glucose broth medium.
The microplates and the Posaconazole stock solution in dimetil sulfoxide (16 pg/mL) were
prepared according to M27-A2 guidelines instructions. Yeast inoculum of 0.5 McFarland was
used.

2) Etest®: The MICs values of Etest® method were obtained by seeding Cryptococcus cells in
agar-RPMI medium, incubated at 35°C for 48-72 hours, as it has been described by the
manufacturers (AB BIODISK, Sweden). Yeast inoculum of 1 McFarland was used.

Candida parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6258 were employed as quality control
for both media, lectures were done at 24 hours.

The MICs values, range, MIC50 and MIC90, geometric mean (GM) and the agreement between
the methods were obtained. The agreement between both techniques was considered values
less than 2 log, antifungal dilution.

The difference values obtained were analyzed with the Bland and Altman program for statistical
significance.

Results. Table 1 shows the values of MICs range, MIC50, MIC90 and GM obtained with each
technique. The percentage of agreement between both techniques is also shown.

The MICs range obtained was very similar with the M27-A2 and Etest®, <0,03-0,5 ug/mL y
0,032-1,0 yg/mL; respectively.

There is no significant difference between the values of MIC50 and MIC 90 obtained with both
methods, < 2 log, antifungal dilutions.

The agreement obtained between the Etest® strips and the reference method M27-A2 was
100%.

Conclusions. Determine antifungal susceptibility of Posaconazole against Cryptococcus
neoformans and C. gattii using Etest® in agar RPMI medium is a fast, simple and reliable
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technique, which can be used, in the routine microbiology laboratories, as a good alternative to
the microdilution reference method.

Technique | Range | MIC50% | MIC90% | GM | %Agreement
PNZ M27-A2 <0,03-0,5 0,12 0,25 0,1 -
PNZ
Etest® agar RPMI | 0,032-0,5 0,25 0,5 0,2 100

Table 1. Values of MIC, range, MIC 50%, MIC 90%, geometric mean (GM) of susceptibility of
posaconazole (PNZ) and agreement between the reference method (M27-A2) and Etest® strips.
Cryptococcus neoformans (N=50) and C. gattii (N=30).

Poster.
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