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La criptococosis es una importante causa de mortalidad asociada al SIDA. El principal agente etioldgico es Cryptococcus
neoformans. El tratamiento de estas micosis incluye anfotericina B (AMB), 5-fluorcitocina y fluconazol (FLC). La prevalencia de
resistencia a FLC es elevada. Sin embargo, los mecanismos moleculares subyacentes no han sido suficientemente estudiados.
Solo se han descripto cuatro mecanismos de resistencia a azoles que incluyen dos mutaciones (Y145F y G484S) que alteran la
afinidad de las drogas por la 14 alfa esterol demetilasa o ERG11 (blanco de los azoles), alteraciones en otros genes de la via de
sintesis del ergosterol y heterorresistencia por duplicaciones gendémicas reversibles.

Estudiar el mecanismo de resistencia a FLC en un grupo de cepas de Cryptococcus neoformans aisladas de un paciente que no
respondio al tratamiento con este azol.

Cepas: Aislamientos durante el primer (cepas LMDM-908A y LMDM-908B) y segundo episodio (LMDM-909) de meningitis
sucedidos con 11 meses de diferencia y donde el paciente recibié FLC como tratamiento de manera continua.
Identificacion fenotipica: Método automatizado Bd Phoenix automated identification system

Método clasico (Agar Semilla Girasol, urea, asimilacion, etc).

Identificacion genotipica:
. Extraccion de ADN por el método de fenol-cloroformo.
. Identificacion a nivel especie por amplificacién del gen STR1 (del inglés. putative sugar transporter) (1).

Estudio de clonalidad: utilizando Multilocus Sequencing Typing (MLST) siguiendo el protocolo de Fungal MLST Database.

Mecanismos de resistencia: Amplificacién y secuenciacion de los genes ERG11 de las cepas incluyendo promotores, marcos
abiertos de lectura y terminadores (3000 nt).

Estudio de sensibilidad a los antifiingicos (FLC, AMB, voriconazol - VRC, posaconazol - PSC e itraconazol - ITC) siguiendo
el protocolo de CLSI documentos M27A3 y M27S4 (2,3). Se utilizaron los puntos de corte epidemioldgicos (ECV) para C.
neoformans para considerar wild-type o no-wild type (4).

Bioinformatica: Las secuencias de los genes incluidos en el protocolo de MLST y de ERG11 fueron analizadas utilizando el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor v7.1.3.0.

Las cepas LMDM-908A, LMDM-908B y LMDM-909 fueron: |Fig. 1: Pruebas

. Identificadas como C. neoformans sensu lato por | cnotpicas

métodos fenotipicos (fig. 1) y como C. neoformans sensu
stricto (antes denominado C. neoformans var. grubii) por
métodos genotipicos (gen STR1) (1).

- Consideradas clonales (igual patrén de MLST):
SOD1: alelo 1, CAP59: alelo 7, LAC1: alelo 3,
IGS1: alelo 1, PLB1: alelo 3, GPD1: alelo 1.

La secuenciacion del gen ERG11: |la cepa LMDM-909 presentd
la mutacidén C960T (en heterocigosis) que produce un cambio de

Sensibilidad a antifangicos (en pg/ml): aminodcido P253L/P (en heterocigosis) (Fig. 2).
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FLC 1,00 8,00

VRC 0,12 0,12

PSC 0,12 0,12

ITC 0,12 0,12

AMB 0,50 0,50 ;islj;;;r:”n;zi:;?as :Egg TPLNE] EPNLPLISE%?E}DE.’—.CK;‘.

La clonalidad de las cepas indica que la mutacidon C960T en heterocigosis en el gen ERG11 (cambio de aa. P253P/L) es la
responsable del fenotipo de resistencia a FLC en la cepa LMDM-909. El cambio de aminoacido se produjo en una region
conservada en las 14 alfa esterol demetilasas fungicas sindicada como una regién que contacta con los azoles. En esta region se
han descrito mutaciones en Aspergillus fumigatus y Candida albicans relacionadas con resistencia a azoles pero nunca antes se
la habia descrito en C. neoformans.
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