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RESUMEN
Palabras clave: X . . . R L . . L .
Criptococosis La criptococosis es una micosis que increment6 su incidencia considerablemente con la aparicién del sida.
TARGA Sin embargo, tras la instauracion, a finales de los afios noventa, del tratamiento antirretroviral de gran acti-
Sida vidad (TARGA), esta incidencia ha experimentado una disminucién significativa, especialmente en los pai-

ses desarrollados, aunque no ocurre lo mismo en los paises en vias de desarrollo. Con la introduccién del
TARGA, no sélo se ha visto afectada la tasa de incidencia, sino también las manifestaciones clinicas, que se
han presentado en algunos casos de forma anémala, como consecuencia de una recuperacién de la inmuni-
dad, describiéndose un nuevo sindrome, el sindrome inflamatorio de reconstitucién inmune, asi como ma-
nifestaciones raras como la linfadenitis y la afectacion cutanea. Por otra parte, las pruebas de diagnéstico
también han experimentado cambios, y existe un alto porcentaje de casos con cultivos negativos, micros-
copia negativa y deteccion tardia del antigeno criptocdcico. En cuanto a los patrones de sensibilidad, tam-
bién se ha observado una recuperacién de la sensibilidad en la mayoria de los casos, hecho relacionado, a
su vez, con la disminucién de casos de criptococosis y con el menor uso de antifiingicos.
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Microbiological aspects of the cryptococcosis in the post-HAART era

ABSTRACT
Keywords: L . . . . . .
Cryptococcosis Cryptococcosis is a mycoses that increased considerably with the AIDS epidemic. However, with the
HAART introduction in the late 90’s of the highly active antiretroviral therapy (HAART), this incidence has
AIDS significantly decreased, especially in developed countries, in contrast with that of developing countries.

The introduction of HAART not only has affected the incidence rate, but also the clinical presentation as a
consequence of the immune recovery of the host, leading to the description of the so called immune
reconstitution inflammatory syndrome. In addition, some rare clinical manifestations of cyptococcosis are
currently shown, such as lymphadenitis and cutaneous involvement. Besides clinical presentation,
diagnostic tests have also changed, with a high percentage of cases with negative cerebrospinal fluid (CSF)
and blood cultures, negative direct CSF microscopy, and delayed antigen positive results. Antifungal
susceptibility patterns have also changed towards a recuperation of susceptibility, which is related to the
decrease in both the incidence of cryptococcosis and less use of antifungal agents.

© 2010 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La criptococosis es una enfermedad infecciosa generalmente sis-

témica que afecta a los animales y a los humanos. Puede afectar a

individuos inmunocompetentes, pero se manifiesta con mas fre-

cuencia y de forma mas severa en los pacientes inmunodeprimidos.

El factor de riesgo mas importante es la infeccién por el virus de la

inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)'2, Hasta la aparicién de la

epidemia de sida, era una micosis de baja frecuencia (< 1.000 casos

por afio en Estados Unidos)??, que afectaba, principalmente, a enfer-
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sindrome?*, presentandose de forma grave en estos enfermos, espe-
cialmente en aquellos cuyos linfocitos CD, estaban por debajo de
100 células/mm?. La prevalencia de la criptococosis en pacientes con
sida al comienzo de la epidemia era del 2-10% en Europa Occidental
y Estados Unidos, mientras que en el continente africano y el sudes-
te asiatico superaba el 15%'2. Durante la década de 1990, la inciden-
cia de esta infeccién disminuyé de forma significativa en los paises
desarrollados, en un principio debido a la introduccién de los azoles
en el tratamiento de estos enfermos y, posteriormente, debido a la
introduccién de los nuevos tratamientos antirretrovirales de gran
actividad (TARGA), bajando la incidencia en Estados Unidos de 4,9 a
0,2-0,9 casos/10° habitantes®S, En Espafia esta disminucién fue del
47,8% (0,67 casos/10°¢ habitantes en 1996 a 0,35/10¢ habitantes en
1998)’. Sin embargo, en los paises en vias de desarrollo, como los de
Africa y el sudeste asiatico, esta micosis sigue causando una morbi-
lidad y una mortalidad elevadas?.

La criptococosis esta causada por levaduras encapsuladas redon-
das u ovales (3,5-5 um) pertenecientes al género Cryptococcus, que
incluye alrededor de 50 especies, de las que sélo C. neoformansy C.
gattii se consideran patégenos humanos, por ser las Ginicas capaces
de crecer a 37 °C, aunque existen referencias en la bibliografia de
otras especies (C. laurentii, C. albidus y C. curvatus) que, ocasional-
mente, han producido enfermedad en el ser humano, especialmente
en los inmunodeprimidos?. Con la utilizacion masiva de la terapia
antirretroviral (TARGA), no sélo ha disminuido la frecuencia de esta
micosis, sino que también ha provocado cambios significativos en las
manifestaciones clinicas y en los resultados de las pruebas de diag-
ndstico de laboratorio?S,

Micologia, epidemiologia y manifestaciones clinicas

Las levaduras del género Cryptococcus se reproducen por gema-
cién Gnica o mdltiple, con un cuello estrecho entre la célula madre y
la hija, poseen una capsula de naturaleza polisacaridica (mayorita-
riamente, galactoxilmanano y manoproteina) que le confiere viru-
lencia, protegiendo al hongo de la fagocitosis, y cuyo tamafio varia
dependiendo de la cepa y del medio de cultivo que se utilice para
aislar la levadura. Por regla general, las cepas en la naturaleza y en
los medios de cultivo son pobremente encapsuladas, mientras que,
en los tejidos, suelen mostrar una gran capsula. La capsula se puede
observar mediante un examen en fresco con tinta china, tincién ne-
gativa que tifie toda la preparacion excepto la capsula. Se considera
un factor importante de patogenicidad y, segiin la composicion, se
pueden diferenciar distintos serotipos: A (C. neoformans var grubii),
D (C. neoformans var neoformans) y AD (C. neoformans) y los serotipos
By C(C. gattii).

Crece muy bien en todos los medios de cultivo, formando colonias
mucosas, aunque con el tiempo pueden aparecer secas; el color es
muy variable: crema, ocre, rosa o amarillo, virando a tonos mas os-
curos con la edad del cultivo. Las cepas que poseen una capsula muy
pequefia forman colonias similares a las del género Candida. Entre
sus componentes de la pared celular esta un polisacarido compuesto
por 1,6-B-D-glucopirano y p-1,3-a-glucano, compuestos responsa-
bles de la relativa resistencia a las equinocandinas y de la baja utili-
dad del B-D-glucano como marcador bioldgico en el diagnéstico de
esta infeccién?'°, Tienen metabolismo aerobio, por lo que son leva-
duras no fermentadoras, producen ureasa y utilizan el inositol como
Gnica fuente de carbono.

La de levadura es la forma anamérfica de ambas especies que se
encuentra en muestras clinicas y ambientales. In vitro, en el labora-
torio, se ha desarrollado la fase teleomorfa o sexual, que se reprodu-
ce por basidioconidias que son de diferente tamafio y forma, segin
la especie: Filobasidiella neoformans (C. neoformans) produce basidio-
conidias en cadenas y son esféricas, mientras que F. bacillispora (C.
gattii) son alargadas, de forma bacilar?

con facilidad del medio ambiente, principalmente del suelo contami-
nado con excrementos secos de palomas y otras aves, debido al alto
contenido en creatinina de las excretas, que le sirve como fuente de
nitrégeno, en donde puede permanecer viable hasta 2 afios en au-
sencia de radicaciones solares. C. gattii se ha encontrado en zonas
tropicales y subtropicales en distintas especies de eucaliptos (Eu-
caliptus calmadulensis, Eucaliptus rudis, etc.) y en los koalas de
Australia. Recientemente, se ha encontrado esta especie en mues-
tras ambientales en algunas zonas del Canada, en los estados nor-
teamericanos de Washington y Oregén, y en otras areas geografi-
cas, asociado a infecciones en individuos sanos, lo que sugiere un
cambio importante en la epidemiologia de esta especie”'®, En nues-
tro pais se han aislado los serotipos A, D y AD de pacientes humanos,
el mas predominante de los cuales es el A (86% de los casos), mien-
tras que el Dy el AD se han encontrado en menor proporcién (22,7%)".
El serotipo B se ha encontrado en animales, en muestras ambientales
y, recientemente, en humanos®. No se ha encontrado ninguna cepa
del serotipo C en nuestro medio.

A pesar de que las heces de paloma son la fuente mas importante
de infeccién, estos animales no padecen la enfermedad (por su alta
temperatura corporal, 41-43 °C, y por su flora intestinal), y la adqui-
sicién en el ser humano se produce por via respiratoria. Hasta hace
poco no se conocian casos de transmisién aérea interpersonal, aun-
que si a través de 6rganos trasplantados, pero recientemente se han
descrito casos de infeccién nosocomial persona-persona y de madre-
hijo. Todavia no se conoce ningtn caso de transmisién directa de los
animales al ser humano?.

La infeccién se adquiere por inhalacién de las levaduras deseca-
das (< 3 pm) existentes en la naturaleza. La patogenicidad viene
determinada por la capsula, que impide la fagocitosis, y la actua-
cion del complemento, asi como por la enzima feniloxidasa, que
contribuye al especial neurotropismo del hongo. Cuando el cripto-
coco llega a los alvéolos pulmonares, se desencadena una respuesta
de la inmunidad celular y humoral del hospedador, que en condi-
ciones normales es suficiente para controlar la infeccién. Segtn los
modelos experimentales, la resistencia a la infeccion parece que
depende de la activacién de los macréfagos alveolares y neutroéfilos
por parte de los linfocitos mas sensibilizados, y ademas es necesa-
ria una buena respuesta humoral con anticuerpos opsonizantes.
Debido a que los pacientes mas susceptibles a la infeccién por este
hongo presentan una alteracién a uno o ambos tipos de respuesta
inmune, el microorganismo no es eliminado cuando penetra en las
vias respiratorias. Asi, progresa hacia el pulmén y se disemina por
via hematégena hasta el sistema nervioso central (SNC) -la locali-
zacién mads frecuente- y produce cuadros de meningitis o menin-
goencefalitis, esta Gltima de peor prondstico, aunque menos co-
mun. Las manifestaciones clinicas variaran en funcién del tipo de
enfermo. La aparicién de la enfermedad suele ser aguda en pacien-
tes con sida, en tratamiento con corticoides o que sufren neoplasias
hematoldgicas, mientras que, en los restantes, suele presentarse de
una forma mas crénica. La mayoria de los pacientes presentan sig-
nos y sintomas inespecificos de fiebre, malestar general, confusién,
rigidez de nuca moderada o nula, y cefalea. La evolucién es lenta,
con aparicién de meningismo sé6lo en el 30% de los casos. La menin-
gitis puede ser cronica, similar a la tuberculosa. Existen diferencias
en la presentacion de la meningitis en los pacientes con sida, va-
riando en funcién de la menor duracién de los sintomas, coexisten-
cia de otras infecciones oportunistas, pleocitosis del liquido cefalo-
rraquideo (LCR), grado de hipertension intracraneal, mortalidad
asociada (75-100%, sin tratamiento), etc. También hay variaciones
en la rentabilidad del cultivo de las distintas muestras. Es impor-
tante que el médico mantenga una alta sospecha de esta enferme-
dad para asi poder llegar al diagnéstico. En pacientes inmuno-
competentes infectados por C. gattii y, excepcionalmente, por C.
neoformans, pueden presentarse tumoraciones cerebrales tnicas,
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un tumor o tuberculoma'=.

Respecto a la localizacién pulmonar, en los pacientes inmuno-
competentes, la afectaciéon puede progresar, regresar espontanea-
mente o permanecer estable durante largos periodos de tiempo,
siendo raro que haya sintomas. Suele aparecer sola, aunque a veces
puede coexistir con otras manifestaciones extrapulmonares. En los
pacientes inmunodeprimidos, la afectacién puede oscilar de asinto-
matica a grave. Sé6lo el 5-25% de los enfermos de sida presentan tos
y disnea, y en pocas ocasiones existe dolor pleural y alteraciones ra-
diolégicas. La mortalidad puede llegar al 42% en este tipo de pacientes'2
En los casos de coinfecciones por otros microorganismos oportunistas
(citomegalovirus, Nocardia, micobacterias), la mortalidad puede llegar
al 100%!2.

La afectacion cutdnea, que aparece en el 10% de los pacientes con
sida y criptococosis diseminada, puede generar lesiones similares a
las producidas por el virus del Molluscum contagiosum, especialmen-
te en el cuello y la cabeza. Se han descrito casos de endocarditis,
endoftalmitis, pielonefritis, artritis, osteomielitis, afectacién ganglio-
nar y prostatitis. Se ha demostrado que la préstata puede ser un re-
servorio de C. neoformans y constituir la causa de las recidivas en
pacientes aparentemente tratados con éxito con anfotericina B. Me-
nos del 10% de los enfermos con sida presentan funguemias aisladas.
En raras ocasiones, ciertas lesiones extraneurales pueden estar origi-
nadas por la inoculacién directa de esta levadura, incluyendo la lin-
fadenitis esporotricoidea, la queratitis o la peritonitis relacionada
con la dilisis peritoneal.

Lo expuesto anteriormente son las manifestaciones clasicas de la
infeccién criptocécica, pero en la era post-TARGA, estas manifesta-
ciones pueden ser muy diferentes, quiza por la rapida recuperacion
de la inmunidad que origina una desproporcionada respuesta a los
antigenos capsulares, provocando una respuesta inflamatoria local
anormal denominada sindrome inflamatorio de reconstitucién in-
mune, que a su vez da lugar a manifestaciones atipicas del SNC. La
meningitis se manifiesta de forma aguda con dolor y con inflamacién
de los tejidos en una criptococosis silente; otras localizaciones, como
la linfadenitis y manifestaciones cutaneas®, también son frecuentes.
Un sindrome parecido se ha observado en pacientes con criptococo-
sis relacionada con un trasplante de 6rgano sélido™.

Diagnéstico

El diagnéstico clinico es dificil, ya que las formas de presentaciéon
son inespecificas, al igual que las pruebas analiticas habituales, por
lo que el diagndstico definitivo es el microbiolégico. Debe seleccio-
narse la muestra adecuada (LCR, sangre, secreciones del tracto respi-
ratorio, piel, etc.), segtn el foco de infeccién'2.

Examen microscépico

- Tinci6n de tinta china: se basa en la utilizacién de tinta china comer-
cial, que no penetra la capsula y tifie toda la preparacién de negro
excepto la capsula del criptococo. Se realiza en sedimento del LCR y
orina. Su sensibilidad es del 50% en pacientes sin sida y del 80% en
individuos con sida y meningitis criptocdcica. Los falsos negativos
se deben a un bajo niimero de criptococos (< 10° unidades forma-
doras de colonias [UFC]/ml) y a cepas con capsulas muy pequeiias.
Los falsos positivos son por confusion con otras levaduras de los
géneros Rhodotorula y Candida, y de otras especies de Cryptococcus,
e incluso con bacterias como Klebsiella, artefactos o linfocitos. Es la
técnica mas rapida de todas las disponibles para el diagnéstico y,
ademas, evidencia la carga de levaduras de la muestra; esto Gltimo
es interesante, ya que un alto in6culo se relaciona con un mayor
riesgo de presion intracraneal aumentada.

- Tincién de calcofltor: es una tincién fluorescente que, aunque no
es especifica de C. neoformans, puede utilizarse en muestras no li-

personal especializado y el empleo de un microscopio de fluores-
cencia.

- Tinciones habituales, como la de azul de metileno de Loeffler, azul
de toluidina, o la de Wright, que pueden ser (tiles para la observa-
cién de levaduras.

- Tinciones histopatolégicas, como la de la metenamina-plata de
Grocott o la del acido peryédico de Schiff (PAS), que permiten iden-
tificar C. neoformans por el tamafio y la gemacién con base estre-
cha, pero que no detectan la cipsula en muestras histoldgicas.

- Tincién de Fontana-Mason, que permite identificar las cepas con
poca capsula tifiendo la pared de color marrén o negro.

- Otras tinciones para la observacién de la capsula son la de azul de
Alcian y la de mucicarmina de Mayer.

Cultivo e identificacion

Establece el diagndstico definitivo. El medio de cultivo habitual es
el agar Sabouraud dextrosa sin cicloheximida, en el que crece la le-
vadura al cabo de 48-72 h de incubacién, a temperatura no mas alta
de 35 °C, en aerobiosis. Los cultivos negativos deben seguirse duran-
te 30 dias, especialmente en pacientes que estdn en tratamiento? En
el caso de la criptococemia, el hemocultivo resulta positivo en el 50%
de los casos. El método de lisis-centrifugacion y, sobre todo, los sis-
temas automatizados usados en los laboratorios de microbiologia
para las bacterias son los mas sensibles, y estos Gltimos presentan
menos contaminaciones?'2. En las muestras de orina y secreciones
bronquiales de pacientes con sida, que suelen estar contaminadas
con Candida que enmascaran el crecimiento de Cryptococcus, pueden
utilizarse medios de cultivo diferenciales como el agar niger seed que
diferencia las colonias marrones de Cryptococcus de las blancas de
Candida, por la capacidad del primero de degradar el acido caféico a
melanina, o bien el agar inositol con cloranfenicol que favorece el
crecimiento de Cryptococcus. e inhibe a Candida?.

La identificacion se hace por métodos convencionales de asimila-
cién y fermentacién de azicares. Las levaduras de Cryptococcus no
fermentan los aztcares, asimilan el inositol, reducen los nitratos a
nitritos, hidrolizan la urea y producen fenoloxidasa, que se pone de
manifiesto en el medio niger seed. Las dos especies de criptococo se
diferencian entre si por una serie de caracteristicas: crecimiento a
37 °C (C. neoformans es la tnica especie que crece a 37 °C, mientras
que C. gattii crece débilmente), asimilacién del acido malico, fumari-
co, D-prolina y D-triptéfano (C. gattii lo asimila, C. neoformans no),
asimilacién de la creatinina (C. gattii no lo asimila y C. neoformans si).
Ademas, aunque ambas especies producen ureasa, ésta puede ser
inhibida por EDTA en C. gattii. Tanto el medio de cultivo canavanina-
glicina-azul de bromotimol, como el medio glicina-cicloheximida
rojo fenol, pigmentan las colonias de C. gattii de color azul y rojo,
respectivamente, diferencidndolas de las de C. neoformans?1°,

En la actualidad hay métodos alternativos comerciales basados en
pruebas bioquimicas, automatizados o semiautomatizados, como
Microscan Yeast Identification Panel (Siemens Healthcare), Vitek2
Yeast system card, API 20C y 32C (bioMérieux), RapID Yeast Plus (In-
novative Diagnostic System) y Uni Yeast Tek (Remel), que en 24-
48 h identifican la mayor parte de las levaduras patégenas, entre
ellas el criptococo. La identificacién también se puede realizar me-
diante la detecciéon de ADN por un sistema comercial Accuprobe
(Gen Probe, Ca), con un 100% de sensibilidad y especificidad’®.

Deteccién del antigeno capsular

Se puede detectar con técnicas de aglutinacién de latex, usando
anticuerpos policlonales, o anticuerpos monoclonales anti-glucuro-
noxil-manano. Es una técnica especifica y sensible. Se usa para el LCR
y también puede ser (til para otras muestras (sangre, orina y secre-
ciones respiratorias). Se han descrito falsos positivos (factor reuma-
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con bacteriemia o neoplasia). También se conocen falsos negativos
relacionados con un fenémeno de prozona, que puede corregirse con
tratamiento con pronasa. La sensibilidad de la prueba en pacientes
con sida llega casi al 100% en LCR, y al 97% en suero. Sin embargo, en
este tipo de enfermos se han descrito cepas con poca capsula en los
que la concentracién de antigeno puede ser anormalmente baja. Un
suero positivo > 1/4 indica infeccién; si el titulo es = 1/8, indica en-
fermedad activa. La prueba puede ser positiva antes que el cultivo. A
mayor titulo, mayor gravedad de la enfermedad, y la caida de los ti-
tulos indica un buen prondstico. En pacientes con sida, éstos son
mucho mas altos en LCR (= 1/1.024). La cuantificacién del antigeno
es Gtil para conocer el pronéstico de la enfermedad: un titulo
= 1/1.024 indica un mal prondstico, con un alto inéculo de levadu-
ras, una baja respuesta inmune y una mayor posibilidad de fracaso
terapéutico; mientras que si es menor, el pronéstico mejora y el éxi-
to terapéutico aumenta’s, La deteccién del antigeno en el suero y el
LCR es muy especifica y mas sensible que la microscopia y el cultivo,
y puede ser la Ginica prueba positiva cuando se usa de cribado, o para
el diagnéstico precoz. Su deteccién establece el diagnéstico, aunque
hay que intentar aislar el hongo en cultivo para confirmar el diagnés-
tico y para poder hacer estudios de susceptibilidad in vitro’.

Al igual que en la clinica, con la instauracién del TARGA en los
pacientes con sida, también se han observado hallazgos an6émalos en
las pruebas diagndsticas de laboratorio, como pueden ser los cultivos
negativos repetidos en estos pacientes, quiza explicado por la elimi-
nacién rapida de las levaduras del lugar de la infeccién debido a la
buena respuesta inmune. Los exdmenes microscopicos directos tam-
bién pueden ser negativos, mientras que la deteccién de antigeno
capsular, aunque puede ser positiva, tarda mas tiempo en positivi-
zarse (3-16 semanas). La mayoria de estos casos se diagnostican por
la histopatologia, que también es tardia, especialmente en las formas
anormales de presentacién clinica®.

Diagnéstico por biologia molecular

Podria ser una alternativa 1til para el diagnéstico de la criptoco-
cosis, debido a las limitaciones que tienen las técnicas convenciona-
les, como pueden ser la falta de sensibilidad de la microscopia, la
lentitud de los cultivos, e incluso los falsos negativos que ocurren en
los pacientes de la era post-TARGA, con falsos positivos y negativos
de la deteccion del antigeno capsular. Las técnicas de biologia mole-
cular podrian paliar estos inconvenientes y, en este sentido, hay es-
tudios recientes'?> que refieren una sensibilidad y una especificidad
buenas de estas técnicas en muestras de LCR, respiratorias y de orina.
Sin embargo, en este campo queda camino por andar hasta que se
estandaricen estas técnicas y puedan aplicarse de forma rutinaria en
un laboratorio clinico.

Técnicas para la determinacion de la sensibilidad
en C. neoformans

Uno de los principales problemas para evaluar la sensibilidad de
C. neoformans a los antifiingicos es la falta de un método estandari-
zado y de puntos de corte especificos para esta levadura. Aunque se
aplican los mismos métodos y los mismos puntos que para Candida,
sin embargo no deberian extrapolarse a C. neoformans debido a la
naturaleza fastidiosa de este microorganismo, a su lento crecimien-
to y a los escasos estudios de correlacién entre los datos in vitro e
in vivo. Aunque la incidencia de la criptococosis en los pacientes
con sida ha disminuido desde la introduccién de los TARGA>S, la
publicaciéon de trabajos que describen la aparicién de resistencia
a la anfotericina B, la 5-fluorocitosina y el fluconazol'*-¢ justifica la
necesidad de disponer de técnicas adecuadas para la seleccién de
la terapia especifica en el tratamiento y la profilaxis de la infeccion
criptocdcica.

El método de referencia mds utilizado es la técnica de microdilu-
cién en caldo, descrita por el National Committee for Clinical Labo-
ratory Standards (NCCLS), actualmente Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI), en diversos documentos publicados a lo largo
de los afios (M27-P, 1992; M27-T, 1995; MP27-A, 1997; M27-A2,
2002; M27-A3, 2008)", que establece unas normas estandarizadas
para la realizacién de pruebas de sensibilidad de levaduras a los di-
ferentes antiflingicos. Estos documentos recogen para C. neoformans
unas modificaciones propuestas por Ghannoum et al'8, que consisten
en utilizar un medio de cultivo diferente, el Yeast Nitrogen Base tam-
ponado a pH 7 (YNB 7), y un inéculo mayor (10* UFC/ml). El método
del CLSI'” establece los medios y los puntos de corte que deben utili-
zarse para los diferentes antiflingicos y Candida, pero no para C. neo-
formans. Para este microorganismo, no existe una unificacién de cri-
terios, y se han publicado estudios que emplean tanto la metodologia
estandar'” como la que recoge las modificaciones de Ghannoum'.
Hasta el momento, la mayoria de los autores extrapolan los puntos
de corte del CLSI descritos para Candida a C. neoformans. Existen po-
cos estudios que traten de establecer una correlacion de los resulta-
dos de sensibilidad in vitro de C. neoformans con la respuesta in vivo.
En este sentido, Witt et al'® y Jessup et al?, utilizando la metodologia
del CLSI'” con las modificaciones descritas por Ghannoum'®, obser-
van una correlacion entre los valores de concentracién minima inhi-
bitoria (CMI) de C. neoformans a fluconazol y el fracaso terapéutico.
Nuestro grupo de estudio?®, utilizando la misma metodologia, obtuvo
resultados similares, encontrando que la respuesta clinica a la tera-
pia de mantenimiento con fluconazol fue mejor en los pacientes con
valores bajos de CMI (< 16 pg/ml). Sin embargo, deberia haber mas
estudios para poder correlacionar estos datos in vitro con la respues-
ta clinica.

Meétodos comerciales

Debido a la complejidad que presenta el método de referencia para
poder utilizarse en los laboratorios de microbiologia clinica, se han
desarrollado diferentes métodos comerciales que, aunque son mas
faciles de realizar, en el caso de C. neoformans presentan las mismas
limitaciones que las ya expuestas para la técnica de microdilucion del
CLSIY,

Técnicas de difusion en agar

El Etest® es un método cuantitativo de difusién en agar comercia-
lizado por bioMérieux. Hay distintos estudios publicados utilizando
este sistema?'-%, aunque incluyen un nimero bajo de aislamientos
de C. neoformans. En general, los valores de CMI obtenidos con este
método tendian a ser mas bajos que los obtenidos con la técnica de
referencia y, en el caso de los azoles, la presencia de microcolonias
en torno a la elipse dificultaba la lectura de la CML Sin embargo,
Maxwell et al?%, utilizando una serie mas amplia (162 aislamientos
clinicos de C. neoformans), encontraron valores de CMI mas elevados.
Al igual que con el método de referencia, son pocos los estudios que
relacionan los valores de CMI de C. neoformans a los diferentes anti-
fngicos, obtenidos por Etest con la respuesta clinica. Lozano-Chiu et
al?® realizaron un estudio con cepas de C. neoformans resistentes a
anfotericina B, utilizando el método de la microdilucién M27-A, el
Etest, y tres medios de cultivo (RPMI 16540, Antibiético n.° 3 e YNB).
Estos autores detectan las cepas resistentes a anfotericina B con am-
bos métodos utilizando el medio Antibiético n.° 3, mientras que el
método de Etest también detectaba las cepas resistentes usando
el medio RPMI. Aller et al?* hallaron que, en las cepas de C. neofor-
mans aisladas en los episodios en los que existia la evidencia clinica
de fracaso al tratamiento con fluconazol, la CMI obtenida por el Etest
era mayor que en los casos con respuesta. Estos datos se contrapo-
nen con los publicados por Dannaoui et al?.
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minacién de la sensibilidad a Candida spp. a diferentes antiftingicos
mediante la técnica de difusion en disco (documento M44-A)?. Este
método, si bien ha demostrado ser eficaz para Candida y los azoles,
en el caso de C. neoformans hay pocos estudios que lo avalen?2°, Re-
cientemente® se ha estudiado también las tabletas de Neo-sensi-
tabs® (Rosco Diagnostica, Dinamarca); sin embargo, el nimero de
cepas de C. neoformans ensayado ha sido muy bajo.

Otros métodos

El panel de microdilucién Sensititre-Alamar YeastOne (Westlake,
Estados Unidos) es un método comercial basado en la técnica de mi-
crodilucién del CLSI que lleva incorporado un reactivo colorimétrico
(azul de Alamar). Esta técnica se ha evaluado igualmente para deter-
minar la sensibilidad de C. neoformans®'>2. En general, los valores de
CMI obtenidos con este método son inferiores a los obtenidos con el
método de referencia. Con el fluconazol se obtuvo una correlacién
del 80%. Para la anfotericina B se obtuvieron los indices mas bajos de
correlacién. Este método puede ser (til para la determinacién de la
sensibilidad a Candida, aunque de momento no hay suficientes estu-
dios que avalen su utilidad para C. neoformans.

Evolucion de los patrones de sensibilidad de C. neoformans
en la era post-TARGA

Como ya hemos comentado, la falta de un método estandarizado
y la inexistencia de un punto de corte especifico para este microor-
ganismo dificulta el poder realizar una comparacién rigurosa entre
los distintos estudios publicados. Existen trabajos publicados en los
que los autores no encuentran cambios significativos en los patrones
de sensibilidad de este microorganismo desde la introduccién de los
TARGA*-%5, En otros, por el contrario, encuentran un incremento de
la sensibilidad a la 5-fluorocitosina®¢ y al fluconazol?$*’. Estos datos
son diferentes a los obtenidos en nuestro pais por Perkins et al*, que
detectan unas tasas de resistencia a la anfotericina B del 5,3%, al flu-
conazol del 46,6% y a la 5-fluorocitosina del 41,3%, permaneciendo
estos valores de CMI estables durante la década estudiada (1995-
2004). Estas discrepancias podrian deberse a que, al proceder las
cepas ensayadas de un centro de referencia, probablemente eran ce-
pas de pacientes con infecciones recidivantes y que habian recibido
antifiingicos durante largos periodos de tiempo. Por otra parte, Datta
et al*®,en la India, y Sar et al*°, en Camboya, hallaron incrementos de
los valores de CMI al fluconazol. Existen dos factores que podrian
estar relacionados con este hecho, y que a su vez estan ligados a la
situacion socioeconémica de estos paises: por un lado, el uso fre-
cuente o indiscriminado del fluconazol y, por otro, la falta de acceso
a los TARGA. En efecto, el menor uso de agentes antifingicos en pa-
cientes infectados por el VIH-1 tratados con TARGA ha hecho que
disminuya la incidencia de criptococosis y ha contribuido a la dismi-
nucién de cepas resistentes especialmente al fluconazol®. Segtn
nuestra experiencia, existié un incremento de los valores de CMI en
los pacientes que presentaron recidivas y fueron tratados con fluco-
nazol'>?’, datos que no coinciden con los publicados por Capoor et
al*!' en la India.

La mayoria de los estudios publicados se han realizado con cepas
de C. neoformans, aunque también existen estudios que comparan la
sensibilidad de C. neoformans y C. gattii*>**. Hay publicaciones que
muestran un patron de sensibilidad similar entre las dos especies®.
Trilles et al** describen que C. gattii fue mas sensible a los azoles, a
diferencia de Gémez-Lépez et al*, que obtienen valores mas altos de
CMI para el fluconazol en las cepas de C. gattii. En definitiva, no pa-
rece existir acuerdo entre los diferentes autores.
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