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INTRODUCCION

La criptococosis es una micosis causada por levaduras del género Cryptococcus. Es una infeccion
aparentemente de baja prevalencia, pero de alta mortalidad ( ). La terapia que se
establece a los pacientes afectados por criptococosis no siempre da buenos resultados, entre otros
motivos, por el hecho de que algunas cepas de Cryptococcus spp han desarrollado resistencia
secundaria a los tratamientos antifingicos. Por lo anterior, una medida epidemiolégica que debe
tomarse en cuenta es la sensibilidad/resistencia que tienen estas levaduras a los antifingicos usados
comunmente en la practica clinica. En nuestro pais existen pocos estudios sobre el estado de

sensibililidad/resistencia de Cryptococcus spp ante los diferentes antifingicos ( ).

1.1 Agente etiolégico

1.1.1 Taxonomia
Los principales agentes etiolégicos de la criptococosis pertenecen al complejo C. neoformans/C. gattii

cuya clasificacion taxonémica es la siguiente ( ):

Dominio Eukarya
Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota

Subphylum Agaromycotina

Clase: Tremellomycetes

Orden: Tremellales

Familia: Tremellaceae

Género: Cryptococcus
Especies: C. neoformans (San Felice) Vuill sensu lato y C. gattii (Vanbreus y Takashio)

Kwon-Chung sensu lato

El estado teleomorfo pertenece al género Filobasidiella y las especies son F. neoformans Kwon-Chung

(estado sexual de C. neoformans) y F. bacillispora Kwon-Chung (estado sexual de C. gattii).

La genotipificacién de varias cepas de C. neoformans y C. gattii en el mundo, ha revelado que cada
especie estd compuesta por al menos cuatro subgrupos genéticamente diversos: C. neoformans
contiene los tipos moleculares VNI, VNII, VNIV; el hibrido intervariedad AD es el tipo molecular VNIII. C.
gattii comprende los tipos moleculares VGI, VGII, VGIII, VGIV. La composicion de polisacaridos de la

capsula permite identificar y clasificar estas levaduras por su serotipo (Cuadro 1).



Cuadro 1. Clasificacion por serotipo y genotipo del complejo de especies ( ).

Especies Nombre propuesto Nombre actual Tipos moleculares Serotipo
C. neoformans C. necformans var. grubi VNI VNI VINB A
C. neoformans var.
C_ neorormans G deneofﬂf’mans neorormans VNIV D
C. neoformans x o = _
e S Hibrido intervariedad VNI AD
C. gattii - VGl B
C. deuterogattii - VGII B
C. gattii C. baciliisporus - VGl B
C. tetragattii - VGIV C
C. decagattil - VGIV [ VGllc C

1.1.2 Ecologia
Cryptococcus spp son levaduras de vida libre, cosmopolitas, que se han aislado de distintas fuentes. A
C. neoformans principalmente se le aisla de deyecciones de palomas (Columbia livia) y otras aves
pequefias, de madera en descomposicion, y recientemente se han reportado mas casos de
aislamientos de C. neoformans de fuentes arboreas en varias partes del mundo. Por otro lado, C. gattii
se ha logrado aislar principalmente de arboles de eucalipto (Eucalyptus camaldulensis y E. tereticornis),

pero también de otras especies arbéreas como Syncarpia glomulifera y Guettarda acreana (

).

Se ha descrito también que estos hongos pueden ser levaduras endo o epifitas, cuya asociacién
biotréfica con plantas lleva consigo, tras su floracion, la dispersién de las basidiosporas que son
potenciales propagulos infecciosos para el humano y otros animales como gatos, perros, caballos,
borregos y cabras, aunque la ocurrencia es esporadica. Algunas especies de hongos filamentosos y
levaduriformes, entre los cuales se encuentra Cryptococcus spp pueden asociarse también a algunas
especies de insectos, debido a que los exoesqueletos pueden albergar varias especies de levaduras,

promoviendo su supervivencia y dispersion hacia nuevos sustratos ( ).

La preferencia de C. neoformans por el guano como sustrato se debe a su contenido de productos
nitrogenados como la creatinina, a la alta concentracion de sales y al pH alcalino, que mantienen viable
al hongo por varios meses e incluso afios si no estan expuestos a rayos solares, ya que éstos
destruyen al hongo. Las palomas no se infectan debido a su temperatura corporal de 41-42 °C, que

excede los rangos de temperatura en la que C. neoformans puede crecer ( ).

Tradicionalmente se entendia que la distribucion geogréfica de C. gattii se limitaba a regiones
tropicales y subtropicales en asociacién con los arboles de eucalipto, sin embargo, la emergencia de C.

gattii en la Isla de Vancouver (Columbia Britanica, Canadd) en 1999 y su propagacion por la region de



la costa norte del Pacifico en EUA., asi como la deteccion posterior en otras regiones del mundo, han

demostrado la ubicuidad tanto de C. gattii como de C. neoformans (

La gran mayoria de las cepas ambientales obtenidas, independientemente del lugar geografico,
pertenecen al serotipo A, tipo molecular VNI ( ); en México, en el
estudio realizado por Lépez-Martinez y cols. ( ), también se reportd que este mismo serotipo fue el

mas frecuente. En la clinica los patrones son muy similares ( ).

1.1.3 Caracteristicas bioquimicas y factores de virulencia
Tanto C. neoformans como C. gattii producen hidrélisis de la urea, utilizan inositol y creatinina, pero no
asimilan el nitrato de potasio ni la lactosa, y tampoco fermentan carbohidratos. Cryptococcus gattii tiene
la capacidad de asimilar D-prolina, glicina y triptéfano como Unico recurso de nitrégeno, y puede crecer
en presencia de L-canavanina, glicina y bromotimol, por lo que para poder diferenciar a C. neoformans
de C. gattii se utiliza principalmente el medio que incluye estos compuestos, medio CGB, cuyo
fundamento se basa en la resistencia de C. gattii a la L-canavanina degradandola y en el proceso se
produce amonio como compuesto final que eleva el pH del medio y provoca un viraje del color natural
del medio (amarillo verdoso) a un azul cobalto por la presencia de azul de bromotimol en este medio de

cultivo ( ).

Estas especies producen enzimas y tienen caracteristicas fenotipicas que se asocian a su virulencia y
juegan un papel muy importante en su patogénesis (
La recopilacion de estos factores se presenta en el Cuadro

Cuadro 2. Factores de virulencia del complejo C. neoformans/C. gattii.
Factor de virulencia Composicion Funcidn

Facilita la sobrevivencia de la levadura evitandole ser

Cépsula de polisacaridos GXM y GXMGal fagocitada

Protege ante el estrés oxidativo e incrementa la carga
Produccion de melanina Eumelanina negativa de las células, afectando la interaccion con las
células del huésped.

. Esencial para ser capaz de causar una enfermedad
Crecimiento a 37 °C - P p

invasiva.
Proteccion contra fagocitosis. Defensa contra diversas
Fenoloxidasas - proteinas microbicidas y reduccion de sensibilidad
antifingica.
Ureasas - Contribuyen al paso de las levaduras a través de la BHE.

Proteccion contra rayos UV. Mejoran la adhesion de las

Flalites ) levaduras a las células epiteliales del pulmon.



1.1.4 Morfologia
C. neoformans y C. gattii son especies cripticas que no pueden diferenciarse morfolégicamente por su
crecimiento en medios de cultivo convencionales. Macroscépicamente, las especies del complejo C.
neoformans/C. gattii desarrollan colonias mucoides, lisas, brillantes y de color crema a las 48-72 h a
37°C (Fig. 1A) en medios convencionales de diagndstico micolégico como el agar dextrosa Sabouraud
(ADS) sin cicloheximida, porque ésta inhibe el crecimiento del hongo. Microscépicamente, las células
levaduriformes son de esféricas a ovoides con monogemacion, raramente multigemacion, y presentan

su capsula de polisacéaridos (Figs. 1B y 1C).

La presencia de la capsula se puede visualizar mediante una preparacion con tinta china (Figs. 1B y
1C), reacciones inmunoldgicas y la utilizacion de microscopia electronica. Dependiendo de la cepa,
estas levaduras pueden medir de 3 a 8 um y con la capsula incluso alcanzar los 80 pm. Algunas cepas
producen capsulas de mayor tamafio en el tejido que en condiciones in vitro, lo cual puede deberse a
las altas concentraciones de CO, en el tejido, bajos niveles de hierro o nutrientes, la exposicion al

suero y al pH fisioldgico de los humanos.

Figura 1. Morfologia colonial y microscépica de Cryptococcus sp. A) Cultivo en ADS después de 48
h de incubacion a 37°C. B) Examen directo con tinta china visto en microscopio Optico a
1000X. C). Gemacion de las levaduras en un examen directo con tinta china.

1.1.5 Reproduccion
C. neoformans y C. gattii existen de manera predominante como formas haploides con reproduccion
asexual. La region en el genoma donde se encuentra el locus MAT es donde se regula su ciclo sexual.
F. neoformans y F. bacillispora son heterotdlicas con los tipos sexuales “a” y “a”, aunque esta fase
sexual sélo se ha podido observar bajo condiciones controladas de laboratorio. Esta fase teleomorfa se

caracteriza por la produccion de basidiosporas (Kwon-Chung et al., 2014).

El proceso de apareamiento inicia con el reconocimiento de las feronomas que secretan las células
MATa y MATa. Las células MATa crecen de manera isotropica y pueden fusionarse con los tubos de

conjugacion de las células MATa, el nucleo de esta dltima se divide y migra hacia el tubo de
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conjugacion. De forma simultanea, el nicleo MATa se divide y la célula respectiva inicia la formacion
de la hifa. Los nucleos, a partir de ambos tipos sexuales migran dentro de la hifa, volviéndose
dicariética. Posteriormente un basidio se forma en el apice de la hifa y subsecuentemente la cariogamia
y la meiosis ocurren dentro del basidio. Los cuatro ndcleos haploides resultantes repiten mitosis post-
meidtica generando cuatro cadenas largas de basidiosporas de manera basipeta; estas basidiosporas
pueden iniciar un nuevo ciclo sexual o asexual (Fig. 2A). La fructificacion monocariética, o
reproduccidon unisexual, involucra cepas del mismo tipo sexual que producen basidios con
basidiosporas viables, similares a las originadas en la reproduccién bisexual. Las células pueden
diploizarse mediante fusion nuclear o por endoreplicacion. En este tipo de reproduccion las células de
abrazadera o “clamp connections” permanecen sin fusionar. Este fendmeno explica la dominancia
ambiental y en la clinica del tipo de apareamiento “a” (Fig. 2B). Con la dispersion de las esporas, éstas
pueden secretar material polisacarido y producir células encapsuladas, o pueden permanecer en
estado de latencia como propagulos infecciosos ( ).

APAREAMIENTO BISEXUAL

BASIDIO
o
LEVADURAS HAPLOICES Fusion
@) Fusson celular nuclear
a a DICARION Meiosis

A

APAREAMIENTO UNISEXUAL

MONOCARION

— I
% Diploidizacian

a Autopoliploidizacion
LEVADURAS
DIPLOIDES .
MONOCARION

%) Fusidn nuclear
S+ 6 N s T
B a a

Fusion celular
aig

Figura 2. Reproduccién sexual de Cryptococcus spp.

Fusion

nuclear Meiosis
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1.2 Criptococosis
La criptococosis es la micosis sistémica causada principalmente por los miembros pertenecientes al
complejo C. neoformans/C. gattii. Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado la prevalencia de
criptococosis en gran parte del mundo, asi como su directa relaciébn con la inmunodeficiencia
mayormente en aquellos casos causados por C. neoformans, ya que C. gattii afecta principalmente a

personas aparentemente inmunocompetentes ( ).



1.2.1 Epidemiologia

Se estima que anualmente se presentan un millén de casos de criptococosis en todo el mundo en
pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH), y se ha visto que esta muy
relacionado el incremento de la incidencia de esta micosis con el aumento del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), por lo que en paises con acceso a la terapia antirretroviral de gran
actividad (TARGA), los casos de criptococosis han disminuido. La criptococosis también se presenta en
aquellos pacientes que fueron sometidos a trasplantes de o6rganos, que estdn en uso de
glucocorticoides, que presentan diabetes mellitus, cirrosis hepética, falla renal crénica, enfermedad de
Hodgkin, leucemia, o por alguna neoplasia maligna; sin embargo, también hay casos de infecciones,
causadas por C. gattii, en pacientes aparentemente inmunocompetentes sin alguna enfermedad de
base ( )-

Se ha visto también una alta mortalidad, aproximadamente el 20%, en casos de criptococosis en
pacientes en condiciones de inmunosupresion. La criptococosis es la tercera enfermedad que afecta a
pacientes VIH positivos, la primera micosis causante de meningoencefalitis con una prevalencia del
10% ( ), ¥ la micosis sisttmica mas frecuente en aquellos pacientes
inmunocomprometidos. En México, el panorama no es tan diferente; en un estudio realizado por
Méndez-Tovar y cols. ( ) en un hospital mexicano de alta especialidad, se estudid la frecuencia de
casos de micosis sistémicas que diagnosticaron entre 1993 y 2013, y los casos de criptococosis
constituyeron el 12.7% del total de micosis invasivas, ocupando el tercer lugar, después de la
candidosis (55.2%) y la mucormicosis (17.3%). En América Latina, los paises con mayor incidencia de

criptococosis son Brasil, Colombia, Argentina y México, en orden descendente ( ).

Calvo y cols. ( ) realizaron un estudio, donde de 100 aislados clinicos de Cryptococcus spp en
Brasil, Venezuela y Chile, 60 provenian de pacientes VIH positivos. En el mismo estudio, 89 aislados
fueron identificados como C. neoformans (serotipo A) y 11 como C. gattii (serotipo B), demostrando la

prevalencia de C. neoformans frente a C. gattii.

Esta infeccion se adquiere por via respiratoria, mediante la inhalacion de propagulos infecciosos con un
tamafio menor a 4 um de didmetro que se alojan en los alvéolos donde entran en contacto con los
macrofagos alveolares que reclutan otras células inflamatorias mediante quimiocinas,
desecadenandose una respuesta Thl y una inflamaciéon granulomatosa adecuada. C. neoformans/C.
gattii pueden sobrevivir dentro de los macréfagos y pasar desapercibidos ante el sistema inmunoldgico,

pasando al torrente sanguineo y asi diseminar a otros érganos ( ).

La infeccion puede seguir diferentes caminos: En un huésped inmunocomprometido, el hongo sigue su
proliferacion y diseminacion (Fig. 3), lo que provoca la enfermedad; en pacientes inmunocompetentes,

existe una respuesta inmunitaria eficaz que elimina por completo a la levadura del huésped, o, en otro
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escenario, puede ser que las levaduras produzcan un nodulo pulmonar y adenopatia y se mantengan
latentes en los tejidos sin destruirse, y de esta manera el huésped permanece asintomatico hasta que
se presenta algun factor de predisposicion que desencadene la replicacién de la levadura en ganglios

linfaticos pulmonares y logre diseminarse a otros érganos ( ).

Inhalacién

Proliferacion en los pulmones

u n Fungemia
Cadl] "
o o ./

Infeccién en el SNC Diseminacion atravesando la
barrera hematoencefalica

Figura 3. Ruta de infeccién por Cryptococcus spp.

Las manifestaciones clinicas tardan aproximadamente entre una y dos semanas en aparecer después
de la exposicién al agente etiolégico, y éstas al igual que la patogenia estan determinadas por el estado
inmunitario del paciente, la virulencia de la cepa y el tamafio del in6culo. Los signos y sintomas
generales son cefalea, fiebre, vomito en proyectil; los signos y sintomas neurolégicos que presentan los
pacientes son confusion, signos meningeos, convulsiones, signos de focalizacion, diplopia, nistagmus,

disdiaconocinesia y arreflexia; y los signos y sintomas respiratorios son la tos, disnea y la hemoptisis

( ):

1.2.2 Diagnéstico
Como se mencioné anteriormente, los signos que se presentan en los pacientes infectados no son
especificos ni propios de una criptococosis y no es posible diagnosticar la enfermedad sélo con base
en los signos y sintomas, por lo cual es necesario recurrir a técnicas de microbiologia para el correcto
diagnostico. La identificacibn puede realizarse con distintas muestras clinicas como liquido
cefalorraquideo (LCR), suero, secreciones del tracto respiratorio, piel y orina; dependiendo del sitio
anatémico afectado. El examen directo con tinta china, que pone de manifiesto la cdpsula de los

criptococos, es la manera mas sencilla. Ademas del cultivo de fluidos o tejidos en ADS con
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cloranfenicol y sin cicloheximida, el agar Urea o agar Niger, asi como pruebas inmunolégicas como la
determinacion del antigeno criptococico por aglutinacion de particulas de latex en LCR o suero y
examenes histopatolégicos, son grandes herramientas para la identificacion de las levaduras

criptocécicas ( ).

1.2.3 Tratamiento
El tratamiento contra la criptococosis se suministra en tres etapas: induccion, consolidacién y
mantenimiento, y depende de la forma clinica y del estado inmunitario del paciente; sin embargo, de
manera general, los antifingicos que se administran son polienos, azoles y pirimidinas fluoradas
( ), cuyos mecanismos de accion se resumen en la produccion de dafios en la
sintesis de ADN y ARN de la célula flngica, la inhibicién de la sintesis de ergoesterol y en aumentar la

permeabilidad de la membrana flngica ( ).

En formas leves sin compromiso del SNC, usualmente se utiliza fluconazol via oral 400 mg diariamente
por 6 a 12 semanas. El Itraconazol puede ser utilizado también, pero es menos efectivo (

). Cuando la severidad es mayor y ya hay compromiso del SNC y el paciente es portador del VIH,
se indica una primera fase de induccion con anfotericina B via endovenosa a dosis de 0.7 mg/kg diarios
combinado con 5-flucitosina via endovenosa a dosis de 100 mg/kg, divididas en cuatro dosis durante
dos semanas seguido de una fase de mantenimiento con fluconazol a 400-800 mg diarios via oral por
un minimo de 8 semanas ( ). Cuando la 5-flucitosina no esta
disponible, como en la gran mayoria de los paises de América Latina, se usan otras alternativas como

la anfotericina B y el fluconazol ( ).

1.3 Antifangicos
A continuacion, se describen las caracteristicas de algunos antifingicos usados en el tratamiento

contra las infecciones por Cryptococcus sp.:

Anfotericina B (AMB). Se comercializa desde 1961 y desde entonces ha sido utilizada para tratar
distintas micosis invasivas por su efecto fungicida; sin embargo, su alta hepatotoxicidad ha impulsado a
buscar alternativas terapéuticas. La anfotericina B es un polieno de origen natural, producido por la
bacteria Streptomyces nodosus, y su sitio de accién es la membrana celular. Este antifiingico de alto
espectro se une a los esteroles de las membranas eucariontes; en particular es muy afin al ergoesterol
de la membrana flngica, aunque a determinadas concentraciones se puede unir a los esteroles de
células eucariontes de animales, como el colesterol. Después de su unién, aumenta la permeabilidad
de la membrana, permitiendo la pérdida de proteinas, glacidos y iones, causando asi la muerte de la
célula fungica, aunque en algunas células humanas la anfotericina B se puede unir a los esteroles que
se encuentran en la membrana celular ocasionando un dafio a nivel de la respiracion celular, ademas

de activar algunas funciones de los linfocitos que tienen efectos inmunomoduladores (



). La via de administracion mas utilizada, debido a su eficacia de absorcion, es la

intravenosa.

5-flucitosina (5-FC). En 1957 este farmaco fue descubierto y comercializado. Actualmente se utiliza
para tratar infecciones causadas por los géneros Candida y Cryptococcus, pero ya se han reportado
resistencias secundarias a esta droga. Este antifingico pertenece a la clase de las pirimidinas, y es un
derivado fluorado de la citosina. Este farmaco penetra al interior de la célula fangica al estar en
contacto con la citosina permeasa, una enzima de membrana. Una vez estando en el interior de la
célula la flucitosina se desamina a su metabolito activo, el 5-fluorouracilo que reemplaza al uracilo
durante la sintesis de ARN fangico, lo que inhibe la sintesis de proteinas flngicas. Ademas, el
fluorouracilo se metaboliza mas a monofosfato de acido 5-fluorodesoxiuridilico, que inhibe la timidilato
sintetasa, interrumpiendo asi el metabolismo de los nucledtidos, la sintesis de ADN y también la
sintesis de proteinas después de que el acido fluorardilico se incorpora a la cadena de ARN (

). Su via de

administracion es oral, y en pacientes graves se recurre a la infusion intravenosa.

Azoles. Los azoles presentan actividad fungistatica por inhibicion de las enzimas oxidativas asociadas
al citocromo P450, especificamente la 14-a-desmetilasa, una enzima crucial en la producciéon de
ergoesterol y otros esteroles, por lo que bloquea la sintesis de ergoesterol, provocando la acumulacion
de precursores, que resulta en un efecto toxico para la célula fangica. Los triazoles de la y 2a

generacion son mas sensibles a las células fungicas y menos toxicos para las células humanas (

).

Ketoconazol (KTZ). A finales de los afios 80s del siglo pasado, los primeros azoles, entre ellos el
ketoconazol, se aprobaron para su comercializaron. Este es un agente antifiingico de tipo imidazol que
tiene un espectro muy amplio de actividad contra muchas especies de hongos. Se utiliza para el
tratamiento de infecciones fungicas superficiales y sistémicas. El ketoconazol es una causa bien
documentada de dafio hepatico inducido por farmacos y ya no se recomienda como agente
antimicotico de primera linea ( ). Se administra por

via oral y cuténea.

Itraconazol y fluconazol (ITZ y FLZ). En 1990 se inici6 el uso de los triazoles fluconazol y
posteriormente itraconazol. Ambos tienen la capacidad de unirse al grupo hemo que también esta
presente en las enzimas que participan en la sintesis del ergoesterol de la membrana flngica,
bloqueando su sintesis e inhibiendo el crecimiento de la célula fungica (

). El itraconazol es una molécula lipofilica e insoluble en agua, que posee un bajo perfil de
toxicidad. Fluconazol, a diferencia de otros derivados azolicos como el itraconazol o el ketoconazol, se

distribuye facilmente en el LCR después de la administracién oral o IV.



Posaconazol (PSZ). A partir del afio 2006 se introdujo este compuesto triazélico de segunda
generacion. Es un farmaco de amplio espectro con actividad antifingica. Al igual que los demas azoles
inhibe la 14-a-desmetilasa, evitando asi la conversion de lanosterol en ergoesterol, lo que provoca un
cambio en la composicion, integridad y permeabilidad de la membrana de la célula fungica, causando
eventualmente lisis célular ( ). Su via de

administracion también es por via oral.

Cuadro 3. Clasificacion de los agentes antifingicos con base en su sitio de accién, tipo de estructura
guimica y mecanismo de accion.

Sitio de accién Estructura quimica Mecanismo Antifungicos
Aumento en la permeabilidad

Polienos de la membrana fangica Anfotericina B
Imidazol: Ketoconazol
1 o
Membrana celular - . e
Azoles Inhibicion de la sintesis de  generacion: Fluconazol,
ergoesterol itraconazol
Triazoles de 2°
generacion: Posaconazol
Nicleo Firimidinas fluoradas Inhibicion de sintesis de 5-flucitosina

acidos nucleicos

1.4 Resistencia antifingica
El incremento en el uso de antifingicos ha inducido una alta presién de seleccién en cepas flngicas y
ha causado que algunas especies desarrollen resistencia secundaria, haciendo que los
microorganismos mas sensibles estén siendo reemplazados por aquellos resistentes, cambiando asi la
epidemiologia de las micosis ( ). Aungue la resistencia antifingica en especies del
género Cryptococcus es relativamente rara, el riesgo de desarrollar resistencia secundaria en pacientes
con recaidas es un importante problema; sin embargo, también se han descrito casos de resistencia a

fluconazol en pacientes que nunca habian estado expuestos a dicho antifingico (

).

La resistencia a farmacos es un factor que depende de la interaccion de factores como el estado del
paciente (enfermedad base, estado inmunolégico), el antifingico (dosis, farmacocinética,
farmacodinamia), y el agente etiolégico (factores de virulencia). Los mecanismos de resitencia
antifingica pueden ser primarios y secundarios, y dependen de las caracteristicas intrinsecas o

adquiridas de los hongos ( ).
La resistencia a anfotericina B es poco comdn y puede ser primaria, debiéndose principalmente a

alteraciones en el ergoesterol que forma la membrana fungica. El contenido de ergoesterol es menor

en aquellas cepas resistentes. Puede ser resistencia secundaria cuando los pacientes ya habian
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recibido polienos no reabsorbibles como profilaxis antifiingica. Cuando se presenta, hay disminucion en
los niveles de ergoesterol en la membrana fungica, y aumenta la cantidad de fosfolipidos que impiden

el paso del farmaco a los esteroles ( ).

El problema con la 5-flucitosina ha sido la emergencia de resistencia durante la terapia. Esta
resistencia es causada por una disminucién de la actividad de la enzima citosina-permeasa o
desaminasa y/o por una disminucién de la actividad de la enzima uracil fosforribosil-transferasa, enzima

responsable de la conversion del 5-fluoracil en &cido 5-fluororidilico ( ).

En estudios sobre los mecanismos de resistencia antimicrobiana se ha apreciado un incremento de
caracteres fenotipicos expresados en pequefias subpoblaciones dentro de una poblaciéon que les
permiten sobrevivir y crecer en presencia de elevadas concentraciones de medicamento. A este
fendmeno se le llama “heterorresistencia”; es un mecanismo adaptativo para contrarrestrar el estrés
ante el aumento de las concentraciones de farmacos y puede mejorar la capacidad de un

microorganismo para sobrevivir bajo presion antifingica (

Los azoles presentan varios mecanismos de resistencia, siendo la resistencia secundaria la mas
comun; ésta es ocasionada por el aumento en la expresion de las bombas de flujo o transportadores,
especificamente las ABC (ATP bhinding cassette) en general para los azoles, o los MSF (major
facilitators superfamily) especificamente para fluconazol, que resulta en un incremento de la expulsion
del farmaco. También pueden ser resistentes como resultado de las mutaciones que pudiera presentar
el gen que codifica para la enzima 14-a-desmetilasa, debido a la disminucién de la afinidad de los
azoles por dicha enzima. Andlisis realizados en cepas obtenidas de pacientes cuya terapia fue fallida,
revel6 que una concentracién diez veces mayor de fluconazol fue requerida para inhibir la 14-a-

desmetilasa en comparacion con las cepas sensibles ( ).

1.5 Pruebas de sensibilidad antifungica
Las pruebas de sensibilidad antifingica se han convertido en herramientas esenciales que permiten
guiar el tratamiento de las infecciones flngicas y también conocer sus aspectos epidemiolégicos
locales y globales, asi como identificar resistencias y comprender la base molecular de los mecanismos

implicados.

Anteriormente, estas pruebas se realizaban por diversos métodos que se basaban principalmente en la
dilucién en caldo y la difusion en agar, pero los métodos eran poco reproducibles debido a la ausencia
de algin documento estandarizado. En 1985 el entonces National Committee of Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), ahora el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), realizé un estudio en

colaboracién con diferentes laboratorios para saber cuéles eran los métodos que usaban para sus
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pruebas de sensibilidad antifingica y se les solicitd que reportaran sus Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMIs) que obtenian mediante ellos; obtuvieron resultados muy variables: mientras que
algunos laboratorios reportaban un aislado resistente, otros reportaban el mismo aislado como
sensible, por lo que se determiné la necesidad de desarrollar un método estandar para las pruebas de

sensibilidad antifungica, de tal manera que fuera reproducible entre laboratorios alrededor del mundo

( ).

Se han desarrollado estandares estadounidenses y europeos, asi como métodos comerciales
equivalentes que son mas apropiados para laboratorios clinicos. Se han llevado a cabo varios estudios
que correlacionan los resultados in vitro con los efectos en los pacientes, llegando a la conclusiéon de
gue las infecciones causadas por los aislados fungicos resistentes tienen un resultado peor que
aquellos sensibles; y recopilaciones de datos como estos han permitido el establecimiento de puntos
de corte interpretativos para Candida spp y Aspergillus spp, quienes son los agentes etiolégicos de dos
de las micosis més frecuentes en el mundo ( ); sin embargo, se siguen haciendo

esfuerzos para determinar los puntos de corte en mas especies fungicas de importancia clinica.

Los reportes de perfiles de sensibilidad se basan en los valores de las CMIs, que representan aquellas
concentraciones mas reducidas del farmaco que causan una inhibicion determinada en el crecimiento
de los microorganismos con interés clinico. Generalmente se usa el criterio de una inhibicion del 50%
(MICsq)) ¥ 90% (MICq) del crecimiento que hay en la poblacion muestreada para el reporte de dicho

perfil.

1.5.1 Métodos comercializados
Algunos métodos disponibles comercialmente, incluidos los manuales, semiautomatizados vy
automatizados, no requieren un manejo complejo y son métodos alternativos rentables para probar la
sensibilidad de agentes antifungicos in vitro contra aislados de Candida spp en uso rutinario, y también
aislados de Cryptococcus spp y hongos filamentosos con fines de investigacién. Algunos de estos

métdos se describen enseguida:

Etest®. Es facil de realizar y determina la sensibilidad de levaduras y hongos filamentosos frente a
diferentes antifingicos. Es una técnica cuantitativa que consiste en la utilizacion de una tira de plastico
con un gradiente de concentracién de algin antimicrobiano sobre una placa de agar previamente
inoculada con el hongo a estudiar. Se incuba a 37 °C por 24-48 h y en este tiempo se visualizard una

elipse de inhibicién mediante la cual se determina la CMI ( ).

Sensitre® YeastOne® es una prueba de sensibilidad para hongos faciles de manipular incluyendo a

especies de Candida y Cryptococcus. Cuenta con un sustrato cromogénico que facilita la lectura e
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interpretacion de la CMI y se basa en el método de microdilucién estandarizado del CLSI (

).

Vitek® 2 utiliza la lectura espectrofotométrica y es Util para la identificacion de especies microbianas y

las pruebas de sensibilidad ( ).

1.5.2 Método de difusién en disco
La principal ventaja de este método es su bajo costo en comparacién con la microdilucion y los
métodos comercializados. En 2003 el CLSI en su persistente camino de la estandarizacion de las
pruebas de sensibilidad en laboratorios clinicos, publicé el documento M44-A, que se aprobd un afio
después. Es un método similar al Kirby-Bauer usado para probar la sensibilidad bacteriana, usando el

mismo medio, agar Mueller-Hinton, pero suplementado con glucosa y azul de metileno (

).

1.5.3 Métodos de microdilucién
Los métodos de microdilucion son el estandar de oro de las técnicas de referencia para probar la
sensibilidad microbiana. Actualmente dos organizaciones, el EUCAST (European Committee on
Antibiotic Susceptibility Testing) y el CLSI han estandarizado métodos para llevar a cabo pruebas de

sensibilidad antifangica.

Ambas instituciones incluyen en sus métodos algunas modificaciones para el caso particular de
Cryptococcus spp y existen algunas diferencias entre cada método (Cuadro 4); sin embargo, los

resultados que se han reportado han demostrado no tener diferencias significativas (

(inhibicién)

Azoles y pirimidinas 50 %

Azoles y pirimidinas 50 %

)
Cuadro 4. Diferencias entre los métodos de referencia del CLSI documento M27-A3 y EUCAST EDef
7.2
CLSI M27-A3 EUCAST E.Def 7.2
Fondo del pozo de las
microplacas Redondo Plano
Medio de dilucion RPMI 1640 RPMI 1640
Contenido de glucosa 0.2 % 2%
Tamafio del indculo 05-25x10° 05-25x10°
Temperatura de incubacién 25 °C 35 °C
Tiempo de incubacion para
Cryptococcus spp 72h 48h
Lectura WVisual Espectrofotométrica
Interpretacion de la CMI AMB 100 % AMB 90 %
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ANTECEDENTES

Actualmente no existen puntos de corte establecidos por el CLSI para el complejo de especies C.
neoformans/C. gattii, por lo que los estudios anteriores sélo reportaban la media geométrica (MG) de
los valores de CMls, el rango de dichos valores y en algunos casos la MICsy y MICq; Y en
consecuencia el perfil de sensibilidad no podia reportarse. Algunos autores optaron por usar los puntos
de corte establecidos por el CLSI en el documento M27-A2 para algunas especies de Candida (

). Sélo por nombrar un caso de la evaluacién de sensibilidad ante ciertos antifingicos, en el
estudio retrospectivo realizado por Bongomin y colaboradores ( ), se recabaron los puntos de corte
que han sido utilizados en los articulos reportados entre 1988 y 2017 para determinar resistencia a
fluconazol y obtuvieron que el 38% de los estudios uso6 el valor de CMI 264 ug/mL para considerar una
cepa como resistente, el 21% usaron CMI 232 ug/mL, 38% usé el valor de CMI 216 ug/mL, y el 3%
determiné resistencia con una CMI <20 ug/mL; sin embargo ocurre lo mismo para con los restantes

antifiingicos usados en este estudio.

Cuando el Unico dato disponible es la distribucién de la CMI y no se puede determinar un punto de
corte, los valores de corte epidemiolégicos (VCE) son una herramienta disponible que puede
proporcionar alguna orientacion para el tratamiento ( ). Esta variable puede ser un
indicador de la emergencia de cambios en los patrones de sensibilidad de los microorganismos frente a
los farmacos evaluados. La definicién del VCE es la CMI que separa a los aislados que presentan
algiin mecanismo de resistencia en una poblacion de aquellos que no, y depende del método que se
haya usado para generar los valores de CMIs: los VCE basados en los valores de CMIs obtenidos por
el método de microdilucibn no necesariamente coincidirdn con aquellos obtenidos mediante otro

método como las pruebas Etest® o el sistema Vitek® 2 (

).

En el 2011, Pfaller y cols. determinaron los VCE a partir de un andlisis de sensibilidad antifingica de
1,271 aislados clinicos de C. neoformans contra fluconazol y posaconazol, obtenidos en al menos 100
centros médicos.

En 2012, Espinel-Ingroff y cols. establecieron los VCE para el complejo C. neoformans/C. gattii contra

anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol, itraconazol, posaconazol y voriconazol (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores de corte epidemioldgicos para el complejo de especies C. neoformans/ C. gattii.

Antifingico / AMB* S5FC* KTZ+ FLZ* |ITZ* PsZ*

VCE * Espinel-Ingroff y cols., 2012
C.neoformans 1 16 0125 16 05 0.25 + Gutch y cols., 2015
C. gattii 05 4 0.125 8 05 0.5

14



A pesar de no reportar los aislados como sensibles o resistentes, los estudios previos a la propuesta de

los VCE, si se han reportado las CMI obtenidas en distintas partes del mundo (Cuadro 6).

Cuadro 6.

2018

2018

2017

2016

2015

2015

2015

2014

2014

Rango de los valores de CMIs obtenidas en estudios realizados con aislados clinicos de
C. neoformans y C. gattii en diferentes paises.

Autor

Hong et al.

Theill et al.

MNascimiento et al.

Herkert et al.

Gonzdlez et al.

Morales et al.

Gutch et al.

Favalessa et al.

IMahabeer et al.

Pais

China

Argentina

Brasil

Brasil

México

Brasil

India

Brasil

Sudafrica

Especie

. heoformans

(22)

. neoformans

(68)

- neoformans

(61)

C. gattii
(7)

C. gattii
(18)

- neoformans

(153)

C. gatti
(13)

. heoformans

(17)
C. gatti
(18)

. heoformans

(58)

C. gatii
(3)

. heoformans

(17

C. gattii
(10)

. neoformans

(102)

Antifingicos

AMB
FLZ
ITZ
aFC
PsZ

AMB
FLZ
aFC
ITZ
PSZ

AMB
FLZ
ITZ
aFC

AMB
FLZ
ITZ
SFC

AMB
FLZ
ITZ
PsZ
aFC

AMB

FLZ

AMB
FLZ

AMB

AMB

FLZ
ITZ
KTZ
FLZ
ITZ
KTZ
AMB
FLZ
ITZ
SFC
AMB
FLZ
ITZ
SFC
AMB
FLZ

Resultados

Rango de
CMis

(pg/mL)
025-05

0.5-8
0.03-025
2-8
0.008 —0.125
0.03-05
1-16
2-8
0.03-025
0.03-025
013-05
1-16
0.03 -1
4-16
0.062 - 0.5
2—16
013 -025
4—-16
0.062 -0.25
0.5-16
0.03-025
0.03-025
1-8
0125 -1

0.5-4

0125 -1
0.5-4

0.25 -1

0.5-1

0.062 — 64
0.03 -1
0.03-025
2—64
0.03-05
0.03-0125
0.5-1
1-16
0.03-025
0.5-8
0.5-1
1-16
003-5
1-16
=0.008 —1
0.25-4
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OBJETIVOS

General

Conocer el perfil de sensibilidad antifangica in vitro de aislados clinicos mexicanos pertenecientes

al complejo de especies C. neoformans/C. gattii.

Particulares

» ldentificar patrones de resistencia en los aislados probados.

» Evaluar las diferencias de sensibilidad entre C. neoformans sensu lato y C. gattii sensu

lato.
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JUSTIFICACION

Los estudios de sensibilidad a antifungicos convencionales de aislados clinicos de C. neoformans
sensu lato y C. gattii sensu lato son escasos en México.

Castafién en 2009 y Gonzalez y cols. en 2016 publicaron sus respectivos hallazgos, pero para una
representacion real de la situacion de la sensibilidad antifingica, hay que seguir una “historia” que vaya

actualizando afio con afio los datos reales en la practica médica.

En ninguno de los dos trabajos mencionados anterormente se probaron antifingicos de nueva

generacion como el posaconazol.
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MATERIALES Y METODOS

Se estudi6 la sensibilidad antifungica de 44 aislados clinicos de Cryptococcus neoformans/C. gattii
provenientes de dos hospitales en la Ciudad de México (Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia y el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias) que se conservaban en

criopreservacion en la Coleccion de Hongos del Departamento de Microbiologia y Parasitologia.

Los aislados fueron sometidos a reactivacion metabdlica sembrandolos en el caldo de cultivo BHI
(infusion cerebro-corazén). Después del crecimiento del hongo se verifico la pureza con una tincion de
Gram y cultivo en ADS. Posteriormente se resembraron en agar Niger y agar Urea para corroborar su
pertenencia al género Cryptococcus, y en medio CGB para la diferenciacion entre C. neoformans sensu
lato y C. gattii sensu lato. Posteriormente se determiné la sensibilidad antifingica por el método de
microdilucién en caldo siguiendo los lineamientos indicados en el documento M27-A3 del CLSI. Los
antifingicos evaluados fueron anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol, itraconazol, ketoconazol y

posaconazol.

5.1 Reactivacion de aislados
En primera instancia, los aislados fueron sometidos a reactivaciéon metabodlica sembrandolos en el
medio de cultivo rico en nutrientes BHI durante un periodo de incubacién de alrededor de 72 h a 25 °C
para obtener un crecimiento 6ptimo del hongo. Posteriormente se cultivaron en ADS durante 48 h a
37°C para comprobar su viabilidad; se corroboré su pureza mediante una tincién de Gram y se hizo una
resiembra para mantenerlos en viales con ADS y cloranfenicol a 4 °C hasta la ejecucion de las pruebas
de sensibilidad.

5.2 Identificacion de especies mediante pruebas bioquimicas
Se realizaron pruebas bioquimicas para la identificacion de las especies C. neoformans sensu lato y C.
gattii sensu lato. Todos los aislados se sembraron en agar Urea para la identificacién de especies
pertenecientes a género Cryptococcus. Posteriormente se sembraron en agar Niger para la
diferenciacion de las especies pertenecientes al complejo C. neoformans/C. gattii. Se sembraron
también en medio CGB para diferenciar a C. gattii.

5.3 Pruebas de sensibilidad antifingica in vitro
Las pruebas de sensibilidad antifingica se realizaron siguiendo el método de referencia M27-A3 del
CLSI. La sensibilidad de cada aislado del complejo C. neoformans/C. gattii se determiné por duplicado
y para la confiabilidad de los resultados se utilizaron cepas de referencia que cumplieran con los
estandares de crecimiento propuestos por el CLSI. Se usaron las cepas de referencia Candida
parapsilosis ATCC y Candida. krusei ATCC.
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5.3.1 Preparacién del medio RPMI
Se preparé el medio comercial RPMI 1640 (In vitro S.A.) con 0.2% de glucosa, se ajusté a un pH de
7+0.1, se esterilizé por filtracion al vacio usando un filtro de membrana de 0.45 um y se almacenaron
en alicuotas de 50 mL para mejor comodidad de uso y disminuir las probabilidades de contaminacion.
Se comprob¢ la esterilidad del medio de cultivo y posteriormente se mantuvo a 4 °C en condiciones de
oscuridad hasta su uso respetando su caducidad.

5.3.2 Preparacion de antifingicos
Como lo indica el documento M27-A3, CLSI, para preparar la solucion madre de los antifingicos
solubles en agua (FLZ y 5-FC), se peso la cantidad de la sal del antifingico para obtener una
concentracion al menos diez veces mayor a la concentracién a ensayar y se diluyé en agua estéril.
Para los antifingicos insolubles en agua (AMB, ITZ, KTZ y PSZ) se prepar6 la solucién madre a una
concentracién cien veces mayor a la concentracion a ensayar y se us6 dimetil sulféxido (DMSO) como
diluyente.

Posteriormente para obtener las soluciones de trabajo se diluyeron las soluciones madre de los
antifingicos solubles en agua con medio RPMI 1640 y de aquellos insolubles en agua con DMSO de tal

manera que se obtuvieron las concentraciones sefialadas en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Concentraciones de antifingicos a ensayar.
Concentracion Concentracién Concentracion a

Antifingico Propiedad Sol. madre Sol. trabajo ensayar
(Hg/mL) (HgimL) (ugfmL)

FLZ 1280 126 64 — 012
5FC Solubles en agua 1280 128 64— 0.12
AMB 1600 32 16 — 0.03
I Insolubles en agua E = S
KTZ 1600 32 16 — 0.03
PSZ 1600 32 16 —0.03

Finalmente se prepararon alicuotas de 1 mL de las soluciones de trabajo para mayor practicidad del
ensayo y pensando en una disminucién de posibles contaminaciones. Se almacenaron en condiciones
de congelacion a -20 °C hasta su uso.

5.3.3 Preparacién del inéculo
Se incluyeron como control de calidad cepas ATCC de C. parapsilosis y C. krusei. A partir de un cultivo
de 24 h (cepas de referencia) y 48 h (cepas experimentales) en ADS a 35 °C, se hizo una suspension
al 0.5 en la escala de McFarland en 5 mL de solucién salina fisiolégica (8.5 g/L NaCl) obteniéndose asi
una suspension de 1x10° a 5x10° células/mL. Esta solucién se homogenizé con Vortex durante 15 s,
Posteriormente se realizé una dilucion 1:1000 seguida de otra dilucion 1:20 en medio RPMI 1640, lo

que al final resulté en una concentracion de trabajo de 5.0x10% a 2.5x10° células/mL.
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5.3.4 Llenado de placas
Se colocaron 100 pL de medio RPMI a todos los pozos de la microplaca con una micropipeta multicanal
de 12. Posteriormente se agregaron 100 pL de la solucién de trabajo del antifingico a probar en todos
los pozos de la columna 2, a partir de la cual se realizaron las diluciones dobles seriadas hasta la
columna 11. La columna 1 fue el control de esterilidad (CE) y la columna 12 fue el control de
crecimiento (CC). Por ultimo, se agregaron 100 pL del in6culo preparado en todas las columnas,
exceptuando la columna 1 del CE; asi, las concentraciones de los pozos se diluyeron 1:2, por lo que la
concentracion a ensayar de los antifingicos hidrosolubles fue de 64 pg/mL a 0.12 pg/mL y de 16 pg/mL
a 0.03 pg/mL en aquellos insolubles en agua. Terminado el proceso, las placas se incubaron durante

72 h a 35 °C, haciendo las lecturas intermedias a las 24 y 48 h (Fig. 4).

CE CcC
RO = L g s e
CepaATCC | Al (D DD () E9 6
Aislado 1 | BL G ) D) (D
Aislado2 ' C( ) M) o) ) €
Aislado3 | D (. ) p) () ) K»)
Aislado 4 | E ) () (D) D) ()
Aislado 5 | F ( ASLISISO LD,
Aislado6 @ G ) ) () &) D)
Aislado 7 | H{' (D (D () (D (D) DD YLD LY
Diluciones seriadas

Figura4. Llenado de placas

5.3.5 Lectura de resultados
Se realizé la lectura visual de la prueba a las 24 y 48 h, aunque la lectura a las 72 h fue la determinante
de las CMIs. Los VCE para cada antifingico evaluado en este estudio se muestran en el Cuadro 5.

Valores de CMIs menores o iguales a los VCE fueron considerados como sensibles.

La cantidad de crecimiento en los pocillos que contenian inéculo sometido a ciertas concentraciones de
antifingico se compar6 con el CC y se le adjudicé un lugar de la escala numérica: 0: 6pticamente claro,
1: ligeramente turbio, 2: disminucion prominente de la turbidez, 3: ligera disminucién de la turbidez o 4:

sin disminucién de la turbidez.

Para determinar la CMI de AMB, se considerd aquella concentraciéon més baja capaz de inhibir el

crecimiento fungico en un 100%, es decir, la columna que tuviera una puntuacién de 0 (6pticamente
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claro); y en un 50% para los antifingicos restantes (5-flucitosina, fluconazol, ketoconazol, itraconazol y
posaconazol), es decir, la CMI fue aquella concentracion mas baja que present6é una puntuacion de 2

(disminucién prominente de la turbidez).

La interpretacién de los resultados con base en la resistencia y sensibilidad se hizo con base en los
VCE establecidos por Espinel-Ingroff y colaboradores ( ) para AMB, 5-FC, FLZ, ITZ y PSZ. No hay
datos interpretativos para KTZ para el complejo de especies C. neoformans/C. gattii, por lo que la
interpretacién se realizé usando los puntos de corte para Candida albicans recomendados por Gutch y
cols. ( ) (Cuadro 5).

5.4 Analisis estadistico
El programa Excell® 2016 se us6 para determinar los valores de MICs, y MICqyq, asi como la media
geométrica. Los valores de CMIs de C. gattii y C. neoformans se compararon por la prueba de
Kolmogorov-Smirnov con correccién, con un nivel de significancia del 0.5, en el programa IBM SPSS

Statistics 22 debido a la ausencia de normalidad de los datos.
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RESULTADOS

Todos los aislados dieron positivo para la prueba de hidrélisis de la urea (Fig. 5A). Todos los aislados
produjeron pigmento en agar Niger (Fig. 5B). De los 44 aislados clinicos que se sembraron en medio
CGB, 38 (86%) fueron identificados como C. neoformans sensu lato por su inhibicién en el medio (Fig.

5C) y 6 (14%) como C. gattii sensu lato por su crecimiento en ese medio (Fig. 5D).

Figura5.  A) Cryptococcus spp con desarrollo en agar Urea (lado derecho control negativo); B) C.
neoformans/C. gattii en agar Niger; C) C. neoformans s.l. en agar CGB, D) C. gattii s.I. en
agar CGB.
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Figura 6. Actividad antifingica de AMB en aislados de Cryptococcus neoformans y C. gattii.
Fotografia tomada desde la cara inferior de la microplaca; muestra la inhibicion del
crecimiento conforme incrementa la concentracién de antifungico.
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Los rangos de MG, al igual que los valores de MICsy y MICy, de los 38 aislados de C. neoformans y 6
de C. gattii, se muestran en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Sensibilidad antifungica in vitro siguiendo los lineamientos del documento M27-A3 del

CLSI.
: S Rango MG MICsp MiCs
Especie Antifungico (Mg I:Ll (HgimL) (HgimL) (Hg/mL)
AMB 0.062 -1 0.030 0.125-0.312 0.062 -1
aFC 0.25-64 4.684 1-4 05-8
C. neoformans KTZ 003-05 0.118 0.03-025 0.03-0.25
sensu lato FLZ 1-32 7.052 2-8 2-16
ITZ 0.5-16 9.381 2-16 0.95-16
PSZ 0.03-1 0.335 0.125-0.5 0.062 -1
AMB 0.062 -1 0.291 0.062 - 0.437 0.062-0.7
aFC D5-86 3.416 1.625-5 05-64
C. gattii sensu KTZ 0.03-0125 0.056 0.03-0.077 0.03-0.099
lato FLZ 1-16 7.666 3.9-10 2-12.8
ITZ 025-8 3.54 0812-8 025-8
PSZ 0.03-0.25 0.109 0.054 - 0.156 0.03-0.20

Rango: Rango de las CMIs

MG: Media geométrica.

MICso: CMI (ng/mL) en donde 50% de la poblacién de los aislados fue inhibida.
MICgyo: CMI (ug/mL) en la cual el 90% de la poblacion de los aislados fue inhibida.

Para C. neoformans, el agente antifingico con la MG maés alta fue ITZ, seguido de FLZ y 5-FC (Figs. 7
y 8). Para los aislados de C. gattii el panorama fue similar, con FLZ presentando los valores de CMls
(MG) mas altos, seguido de ITZ y 5-FC (Figs. 6 y 8).

Los perfiles de resistencia son mostrados en la Figura 9. La actividad antifingica de los farmacos con

C. neoformans y C. gattii no mostro diferencias significativas, sélo hubo diferencia estadisticamente
significativa cuando los aislados fueron sometidos a posaconazol (nivel de significancia = 0.5).
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Figura 8.  Distribucién de las CMIs (ug/mL) de anfotericina B (AMB), 5-flucitosina (5-FC), itraconazol
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Figura9. Perfil de resistencia antifingica de C. neoformans y C. gattii ante seis diferentes
antifangicos. PSZ: posaconazol;  KTZ: ketoconazol; 5FC: 5-flucitosina; ITZ: itraconazol;
FLZ: fluconazol; AMB: anfotericina B.
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Figura 10. Patrones de resistencia encontrados en los aislados de C. neoformans sensu lato (A) y C.
gattii sensu lato (B). Los nimeros indican cuéntos aislados mostraron el patrén indicado.
PSZ: posaconazol; KTZ: ketoconazol; 5FC: 5-flucitosina; ITZ: itraconazol; FLZ: fluconazol;
AMB: anfotericina B; S: sensible.
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DISCUSION

La proporcion de aislados de C. neoformans s.l. y C. gattii s.l. obtenida en este estudio concuerda con
los datos reportados en diferentes paises, donde se reporta que el agente etioldgico de la criptococosis
mas frecuente es C. neoformans. En este estudio el 86% de los aislados fueron C. neoformans vy el

14% restante C. gattii.

La distribucion de los valores de las CMIs de los seis antifiingicos evaluados en los aislados de C.
neoformans y C. gattii fue similar a los patrones reportados en otras regiones del mundo (Cuadro 6;

Fig. 11) con algunas excepciones que enseguida se desarrollan.

C. neoformans C. neoformans
ave [ | psz. | —
|
0031 0062 0125 025 05 1 2 4 8 16 0031 0062 0125 025 05 1 2 4 8 16
C. gattii ‘ C. gattii
AVE | | i Psz )
0031 0062 0125 025 05 1 2 4 8 16 0.031 0062 0125 025 05 1 2 4 8 16
C. neoformans C. neoformans
mz ‘_ || —‘ |
|
| 0062 0.125 0.25 05 2 8
0031 0062 0125 025 05 1 2 4 8 16 0031 ! 4 16
C. gatti C. gattii ‘
Iz —_ KTZ ‘|
| [
0.031 0062 0125 025 05 1 2 4 8 16 0.031 0062 0125 025 05 1 2 4 8 16
C. neoformans | C. neoformans
SR e | I
I T
0.125 0.25 05 1 2 4 8 16 32 64 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64
C. gattii C. gattii |
Lz *_ sFC | .
| |
0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 0125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64

Figura 11.

CMis reportadas en el mundo y su concordancia con los obtenidos en este trabajo. Las
lineas negras verticales representan los valores menores y mayores de CMIs para cada
antifingico con aislados de C. neoformans y C. gattii que se obtuvieron en este estudio
(Cuadro 8). Se encuentran sefialados con un “%* los datos fuera del rango de CMls que
se han reportado en otras partes del mundo. Las lineas verdes verticales sefialan el VCE.

Anfotericina B

Varios estudios realizados alrededor del mundo han demostrado la buena actividad antifingica que

tiene la AMB frente a las especies del complejo C. neoformans/C. gattii. La MG de la CMI de AMB en

este estudio
Noreste de

, concuerda con los resultados que Gonzéalez y colaboradores reportaron en 2016 en el

México ( ). En el presente estudio un aislado de C. gattii resulté

resistente a AMB, y aunque el mecanismo del desarrollo de la resistencia a AMB no esta claro, puede
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estar relacionado con la recuperacion de los aislados de pacientes con SIDA, que con frecuencia estan
expuestos a los azoles y dicha preexposicion puede inducir una disminucién en la sensibilidad debido
al agotamiento del ergosterol en la membrana fangica ( ).

Itraconazol

El itraconazol fue el farmaco que demostrd tener menor actividad frente a los aislados estudiados aqui:
el 92.1% de los aislados de C. neoformans y el 83.3% de C. gattii superaron los VCE. Las MG tan altas
de las CMIs que se obtuvieron en este estudio no se han reportado anteriormente en especies del
complejo, por lo que seria interesante realizar un estudio prospectivo sobre la relacion de la evolucion
de la criptococosis directamente con el expediente de los pacientes de quienes se obtuvieron los
aislados que presentaron tan poca sensibilidad a este farmaco para dilucidar este fenémeno, y de igual
manera, monitorear con el uso de secuenciacién genética el surgimiento de nuevas mutaciones que
pudieran estar implicadas en el decaimiento de la sensibilidad y por ende en el aumento de la virulencia
de las cepas de C. neoformans/C. gattii.

Fluconazol

Las CMIs de FLZ que Gonzalez y cols. ( ) reportaron para los aislados de C.
neoformans y C. gatti son menores que los que se obtuvieron en este estudio. Estos valores
superiores a los datos reportados en distintas partes del mundo, pueden ser resultado de una
disminucién de la sensibilidad de las cepas de Cryptococcus spp conforme transcurre el tiempo por la
aparicién de nuevas mutaciones atribuidas a una presion selectiva. En un estudio realizado en la
Ciudad de México ( ), el rango de la CMI de FLZ fue de 0.25 a 32 pg/mL,
datos que coinciden en el limite superior (32 pg/mL) de los valores de CMI en este estudio; sin
embargo, el valor mas bajo para FLZ fue de 1 pg/mL, lo que apoya la nocién de una disminucién en la
sensibilidad de los aislados del complejo C. neoformans/C. gattii.

En este estudio un aislado de C. gattii y uno de C. neoformans en presencia de FLZ superaron los
VCE. Entre los factores asociados a los fracasos terapéuticos y la emergencia de resistencias de las
especies pertenecientes al complejo C. neoformans/C. gattii al fluconazol se incluyen la ausencia de
actividad antifungica del FLZ por la asociacién con otros farmacos y niveles séricos inadecuados de
éste. Gran parte de la fuerza impulsora detras de las preocupaciones sobre la resistencia antifiingica
emergente en las especies pertenecientes al complejo C. neoformans/C. gattii ha sido el uso extensivo
de fluconazol como agente en la terapia de mantenimiento antifingico crénico y la profilaxis antifingica

primaria en pacientes con SIDA ( ).

Posaconazol
El posaconazol no es un agente antifingico que sea administrado rutinariamente para el tratamiento

contra la criptococosis, sin embargo, autores como Hong y colaboradores ( ) han reportado la
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buena actividad antimicrobiana in vitro que tuvo frente a aislados de C. neoformans, lo que coincide
con los resultados aqui obtenidos, motivando a pensar que pudiera ser una alternativa en el tratamiento
contra la criptococosis, después de estudiar la correlacion de la actividad in vivo - in vitro.

Ketoconazol

El Ketoconazol no esta indicado para el tratamiento contra la criptococosis, pero se incluyé en este
estudio para reportar su actividad, y como caso similar al posaconazol, para dilucidar su posible uso
alternativo contra esta micosis. En el estudio ya mencionado de Castafién-Olivares y colaboradores
( ), el rango de la CMI que ellos obtuvieron fue de 0.03 a 0.5 pg/mL para KTZ, lo que coincide con
los valores que se obtuvieron aqui. Debido a la alta sensibilidad por parte de los aislados estudiados
pareceria que el uso de ketoconazol no deberia limitarse como tratamiento de esta micosis, sin

embargo debe siempre tenerse en cuenta el alto efecto hepatotéxico que puede causar.

Bastos y cols. ( ) postularon que los pesticidas pueden ser los responsables de las alteraciones en
la sensibilidad de estas levaduras a azoles (itraconazol, fluconazol) debido a la exposicién del nicho
ecolégico de los principales agentes etioldgicos de la criptococosis a ciertos agroquimicos como el

tebuconazol.

Sionov y cols. ( ) y el grupo de trabajo de Varma y Kwon-Chung ( ) han reportado que tanto C.
neoformans como C. gattii presentan heterorresistencia innata a azoles, caracterizada porque una sub-
poblacién tolera concentraciones mas altas del antifingico azoélico, lo que puede explicar las altas CMIs
a los azoles y los patrones de resistencia observados en este trabajo (Fig. 10): se encontraron 13
aislados resistentes al posaconazol, dato interesante pues es un farmaco de “nueva generacion”, es
decir, no hay fundamento para pensar en la existencia de resistencia secundaria ya que pocos casos

clinicos han sido tratados con este farmaco.

5-flucitosina

La 5-flucitosina es uno de los antifingicos que mas se usan para el tratamiento contra la criptococosis
en combinacién con otros antiflingicos como AMB, sin embargo en la mayoria de los paises de
América Latina no se distribuye. Los reportes de su actividad antifingica frente a las especies del
complejo C. neoformans/C. gattii sefialan que es baja, aunque los casos de resistencia son raros
( ). Las CMIs reportadas alrededor del mundo abarcan un amplio rango que va
desde <0.125 yg/mL, hasta los 16 pg/mL; similar a este estudio, donde los rangos de CMIs para C.
neoformans s.l. y C. gattii s.I. fueron 0.25 — 64 ug/mL y 0.5 — 8 ug/mL, respectivamente. Un aislado de
C. neoformans y uno de C. gattii fueron resistentes, lo cual, partiendo de la premisa de que en México
no se distribuye este farmaco, se supone que los aislados no habian sido sometidos anteriormente a

este antifingico; por lo que los resultados incentivan a seguir actualizando estos datos
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epidemiolégicos, ya que probablemente estos aislados fueron adquiridos de pacientes con previo

tratamiento con 5-FC, o que estos aislados presentan resistencia innata.

Tomando como referencia la MG de los valores de las CMIs, los aislados de C. gattii mostraron valores
menores en comparacion con los de C. neoformans con casi todos los antifingicos probados, con
excepcion del fluconazol. En un estudio similar a este, realizado por Andrade-Silva y cols. ( ) en
Brasil, los aislados de C. gattii también mostraron mayor sensibilidad a la mayoria de los farmacos que
evaluaron. C. gattii afecta principalmente a pacientes aparentemente inmunocompetentes, y diversos
estudios (Cuadro 6) han demostrado que tiene mayor sensibilidad a agentes antifangicos como AMB,
FLZ, 5-FC, en comparacion con aislados de C. neoformans, lo cual concuerda los resultados obtenidos

aqui.

Para muchas combinaciones de microorganismos y antifingicos los puntos de corte no estan
disponibles, y en estos casos los valores de corte epidemiologicos (VCE) proporcionan una
metodologia para clasificar los aislamientos como de tipo salvaje (WT) o como no WT cuando se puede

identificar aislados que presentan alguna mutacion
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CONCLUSIONES

e Los antifingicos que tuvieron menor actividad en los aislados del complejo C. neoformans/C:

gattii fueron itraconazol, fluconazol y 5-flucitosina.

e En total, el 90.91% de los aislados fue resistente a itraconazol.

e El perfil de sensibilidad antifingica entre C. neoformans sensu lato y C. gattii sensu lato sélo

mostro diferencias estadisticamente significativas en presencia de posaconazol.

e Ningun aislado fungico fue resistente a los 6 antifingicos probados, lo que mantiene la

esperanza terapéutica contra la criptococosis.
e La necesidad de avalar los puntos de corte de C.neoformans/C.gattii por los centros de

referencia (i.e. CLSI, EUCAST) es de suma importancia ya que permitiria aclarar el panorama

de la sensibilidad antifingica de Cryptococcus spp.
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PERSPECTIVAS

e Correlacionar los resultados in vitro con la respuesta del paciente de donde se aisld la
levadura.

e A nivel de resistencia en términos médicos, y microevolucion en términos biol6gicos, es
importante evaluar la sensibilidad antifingica para inferir si los cambios climaticos o las
importaciones de Eucalyptus spp o los traslados internacionales han interferido en la

distribucion de C. neoformans/C. gattii.
e Deberia investigarse si el incremento en la resistencia es debido a la presi'n de seleccion o si

es un nuevo aislado, usando gel de electroforesis para campos pulsados o alguna otra

técnica molecular.
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