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Abstract 
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Introduction: The iron chelator, deferasirox (DFX), has shown to have fungicidal activity against 

Rhizopus. This work is to investigate the potential antifungal activity of iron chelators, deferoxamine 

(DFO) and DFX, against cryptococcal isolates and their impacts on expression of cryptococcal iron-

related genes.  

Methods: Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii were used to determine the minimal 

inhibitory concentration (MIC) of DFO and DFX and the fractional inhibitory concentration (FIC) of 

the combinations between the iron chelators and amphotericin B (AMB). Growth curves of 

cryptococcal strains in exposure to iron chelators, with and without AMB, were performed. 

Expression of cryptococcal CFT1, CFT2, and CIR1 genes was determined using semi-quantitative 

real-time PCR.  

Results: Both DFO and DFX alone show no antifungal activity against Cryptococcus strains. 

However, when combined with AMB, the MIC of both DFO and DFX decreased from >200 µg/ml to 

6.25 µg/ml for serotypes A and AD. For serotypes B, C and D, the MIC of DFO and DFX decreased 

from > 200 µg/ml to 6.25 and 12.5 µg/ml, respectively. Likewise, the MIC of AMB decreased for one 

dilution in all strains when combined with iron chelators, giving the FIC of 0.5 and 1 for DFO+AMB 

and DFX+AMB, respectively. Growth curve of C. neoformans (serotype A and D) showed a 

significant growth retardation of the yeast cells when incubated with a combination of sub-MIC 

concentration of AMB and DFO, compared with either AMB or DFO alone. However, C. gattii 

(serotype B and C) exhibited significantly less extent in growth retardation in media with DFO+AMB. 

In contrast, cryptococcal growth retardation was not observed, or minimal, when DFX is used in 

combination with AMB in all serotypes. When C. neoformans was grown in DFO, the CFT1, CFT2 

and CIR1 were expressed for 1.7, 2.0 and 0.9 times of control, respectively. With DFX, the CFT1, 

CFT2 and CIR1 were expressed for 0.5, 0.6 and 0.3 times of control, respectively.  

Conclusions: The extent of synergistic effect between DFO+AMB was more than that of DFX+AMB 

and this is different to Zygomycetes in which DFO enhances fungal growth. CFT1 and CFT2 

overexpression seems to be the major mechanism related to growth inhibitory effect of DFO. 

Keywords: Cryptococcus, cryptococcosis, iron chelator, pathogenesis, antifungal 
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บทนํา: การศกึษาในอดตีพบว่ายาขบัเหลก็ดเีฟอราซรีอกซ ์ (deferasirox หรอื DFX) มฤีทธิฆ์า่เชือ้ราไรโซปสั 

(Rhizopus) การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาฤทธิต์า้นเชือ้ราของยาขบัเหลก็ คอื ดเีฟอรอกซามนี    

(deferoxamine หรอื DFO) และ DFX ต่อเชือ้ราครปิโตคอคคสั (Cryptococcus) และผลของยาเหล่าน้ีต่อการ

แสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัธาตุเหลก็ของเชือ้ครปิโตคอคคสั   

วิธีการศึกษา: หาค่า minimal inhibitory concentration (MIC) ของยา DFO และ DFX ต่อเชือ้ 

Cryptococcus neoformans และ Cryptococcus gattii และคาํนวณค่า fractional inhibitory concentration 

(FIC) ของยาผสมระหว่าง DFO หรอื DFX กบั amphotericin B (AMB) และสรา้งกราฟแสดงการเจรญิเตบิโต

ของสายพนัธุค์รปิโตคอคคสั ในภาวะทีม่ยีาขบัเหลก็อย่างเดยีวและภาวะทีม่ยีาขบัเหลก็ร่วมกบั AMB และ

ศกึษาการแสดงออกของยนี CFT1 CFT2 และ CIR1 โดยใชว้ธิ ี semi-quantitative real-time PCR ในภาวะ

ต่าง ๆ ดงักล่าว 

ผลการศึกษา: ยาขบัเหลก็ DFO และ DFX ไม่มฤีทธิต์า้นเชือ้รา Cryptococcus โดยตรงแต่เมือ่ใชร่้วมกบัยา  

AMB พบว่า MIC ของยา DFO และ DFX นัน้ลดลงจาก > 200 µg/ml เป็น 6.25 µg/ml ในเชือ้ครปิโตคอคคสั 

ซโีรทยัป์ A และ AD สาํหรบัซโีรทยัป์ B C และ D พบว่าค่า MIC ของ DFO และ DFX ลดลงจาก > 200 

µg/ml เป็น 6.25 และ 12.5 µg/ml ตามลาํดบั และค่า MIC ของ AMB ลดลง 1 ความเขม้ขน้ในทุกสายพนัธุ์

เมื่อใหร่้วมกบัยาขบัเหลก็ ดงันัน้สาํหรบั DFO+AMB และ DFX+AMB จงึคาํนวณค่า FIC ได ้ 0.5 และ 1 

ตามลาํดบั จากกราฟแสดงการเจรญิเตบิโต พบว่า C. neoformans (ซโีรทยัป์ A และ D) มกีารเจรญิเตบิโตชา้

ลงมากกว่าเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ี AMB ร่วมกบั DFO เปรยีบเทยีบกบัเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ใน 

AMB หรอื DFO อย่างเดยีว แต่สาํหรบั C. gattii (ซโีรทยัป์ B และ C) มกีารเจญิเตบิโตชา้ลงไม่มากเมื่อ

เพาะเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ีDFO ร่วมกบั AMB สว่นการเพาะเลีย้งเชือ้ใน DFX ร่วมกบั AMB นัน้ ไม่

พบว่ามกีารยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้แต่อย่างใด เมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ C. neoformans ใน DFO 

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม พบว่าการแสดงออกของยนี CFT1 CFT2 และ CIR1 เป็น 1.7, 2.0 และ 0.9 เท่า

ตามลาํดบั และเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ใน DFO พบว่าการแสดงออกของยนีดงักล่าว เป็น 0.5, 0.6 และ 0.3 เท่า

ตามลาํดบั 

บทสรปุ: การศกึษาน้ีพบมกีารเสมิฤทธิก์นัของยา DFO และ AMB ในการยบัยัง้เชือ้ครปิโตคอคคสั มากกว่า

ฤทธิข์องยา DFX ร่วมกบั AMB ซึง่แตกต่างจากการศกึษาในชือ้รา Zygomycetes ทีพ่บว่า DFO ทาํใหเ้ชือ้

เจรญิเตบิโตมากขึน้ การแสดงออกมากขึน้ของ CFT1 และ CFT2 อาจเป็นกลไกหลกัทีส่มัพนัธก์บัฤทธก์าร

ยบัยัง้เชือ้ของ DFO  

คาํสาํคญั: ครปิโตคอคคสั, ครปิโตคอคโคสสิ, ยาขบัเหลก็, พยาธกิาํเนิด, ยาตา้นเชือ้รา 
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Executive Summary 

 

รายละเอียดโครงการ 

1. ความสาํคญัและท่ีมาของปัญหา 

โรคตดิเชือ้ราครปิโตคอคคสั (Cryptococcus spp.) หรอื cryptococcosis เป็นโรคตดิเชือ้ฉวยโอกาส

ทีเ่ป็นปญัหาสาํคญัและพบเป็นอนัดบัสามของการตดิเชือ้ฉวยโอกาส ในผูป้ว่ยโรคภมูคิุม้กนับกพร่องหรอืโรค

เอดส ์ (AIDS) รองจากวณัโรค และโรคปอดอกัเสบจากเชือ้ Pneumocystis jiroveci ซึง่มกัจะพบในผูป้ว่ยทีม่ี

เมด็เลอืดขาว CD4
+ lymphocyte ตํ่ากว่า 100 เซลต่อลกูบาศกม์ลิลเิมตร อย่างไรกต็ามในปจัจบุนัมกีารใชย้า

ตา้นไวรสัอย่างแพร่หลายมากขึน้ใน อตัราการตดิเชือ้ฉวยโอกาสในกลุ่มผูป้ว่ยโรคภมูคิุม้กนับกพร่องทีไ่ดร้บัยา

ตา้นไวรสัลดลงถงึครึง่หน่ึง แต่กย็งัมผีูป้ว่ยดงักล่าวทีต่ดิเชือ้ครปิโตคอคคสัเป็นจาํนวนมาก โดยตัง้แต่ปี พ.ศ.

2527 – พฤษภาคม พ.ศ. 2553  ในประเทศไทยพบผูป้ว่ยโรค cryptococcosis มากถงึ 51,676 ราย คดิเป็น

รอ้ยละ 13.71 ของผูป้ว่ย HIV ทัง้หมด นอกจากน้ีเชือ้ราครปิโตคอคคสัยงัสามารถก่อโรคไดใ้นคนปกตทิีไ่ม่ได้

มภีาวะภูมคุิม้กนัผดิปกตอิกีดว้ย 

เชือ้ราครปิโตคอคคสัสามารถก่อโรคในอวยัวะต่าง ๆ ไดห้ลายอวยัวะ ทีพ่บบ่อย ไดแ้ก่ ระบบประสาท

สว่นกลาง ปอด ผวิหนงั และการตดิเชือ้แบบแพร่กระจาย มกีารกาํหนดแนวทางการรกัษาของ Infectious 

Diseases Society of America (IDSA) แบ่งเป็น induction  phase, consolidation phase และ maintenance 

phase โดยมยีาหลกัตามแนวทางการรกัษาปี 2553 (Clinical Practice Guidelines 2010) คอื ช่วง induction 

ใชย้า 2 ชนิดร่วมกนั คอื amphotericin B และ flucytosine เป็นเวลา 2 สปัดาห ์สว่นในชว่ง consolidation ใช้

ยา fluconazole ในการรกัษาเป็นเวลา 8 สปัดาห ์ และในผูป้ว่ยโรคภมูคิุม้กนับกพร่อง ตอ้งใหย้าชว่ง 

maintenance ต่อดว้ย fluconazole ลดขนาด จนระดบั CD4
+ lymphocyte เพิม่ขึน้มากกว่า 100 เซลต่อ

ลกูบาศกม์ลิลเิมตร  

อย่างไรกต็าม ถงึแมผู้ป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ครปิโตคอคคสัจะไดร้บัการรกัษาดว้ยยาตา้นเชือ้ราตามแนว

ทางการรกัษาอย่างเหมาะสมแลว้ อตัราการตายยงัคงสงูถงึรอ้ยละ 25-30 และการเกดิความพกิารสงูประมาณ

รอ้ยละ 40 โดยเฉพาะประเทศกาํลงัพฒันาอตัราตายจะสงูขึน้ นอกจากน้ี ในประเทศไทยไมม่ยีา flucytosine 

สาํหรบัใชใ้นการรกัษาในชว่ง induction สว่นใหญ่จงึเป็นการใชย้าเพยีงตวัเดยีวคอื amphotericin B เป็นเวลา 

2 สปัดาหก่์อนทีจ่ะเปลีย่นเป็น fluconazole จงึอาจทาํใหผ้ลของการรกัษาไม่ดเีท่าทีค่วร ดงันัน้ การศกึษาเพื่อ

หาปจัจยัเสีย่งต่อการเกดิโรคและแนวทางใหมใ่นการรกัษาโรคตดิเชือ้ครปิโตคอคคสั จงึมคีวามสาํคญัและ

จาํเป็น เน่ืองจากการรกัษาทีม่ใีนปจัจุบนัยงัไม่ดพีอ การศกึษาพยาธกิาํเนิด กลไกการเกดิโรค และยาตา้นเชือ้

ราใหม่จงึเป็นหนทางนําไปสูก่ารรกัษาและป้องกนัโรคตดิเชือ้ ครปิโตคอคคสัทีด่ขี ึน้ ธาตุเหลก็เป็นธาตุทีม่ี

ความสาํคญัต่อการเจรญิเตบิโตของเชือ้รา ดงันัน้การศกึษาน้ีจงึตอ้งการจะศกึษาบทบาทของธาตุเหลก็และยา

ขบัเหลก็ต่อการตดิเชือ้ครปิโตคอคคสั 

 

2. วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

- วตัถปุระสงคห์ลกั (primary objectives) 

1.) เพื่อศกึษาความสามารถของยาขบัเหลก็ deferoxamine และ deferasirox ในการยบัยัง้เชือ้ ครปิโต

คอคคสัสายพนัธุต่์าง ๆ  

2.) ศกึษาผลของยาขบัเหลก็ต่อการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการนําเหลก็เขา้เซล (CFT1 และ 

CFT2) และยนีทีค่วบคุมธาตุเหลก็ (CIR1) ของเชือ้ครปิโตคอคคสั 
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3.) ศกึษาผลของยาขบัเหลก็ต่อการแสดงออกของ virulence factors ทีส่าํคญั 

- วตัถปุระสงคร์อง (secondary objective) 

4.) เพื่อศกึษาความแตกต่างระดบัของธาตุเหลก็ในผูป้ว่ยโรคภูมคิุม้กนับกพร่องทีม่กีารตดิเชือ้และไม่ตดิ

เชือ้ครปิโตคอคคสั 

 

3. ระเบียบวิธีวิจยั 

การศกึษาน้ีม ี2 สว่น คอื การศกึษาในหอ้งทดลอง (วตัถุประสงคห์ลกั 1-3) และการศกึษาในผูป้ว่ย 

(วตัถุประสงคร์อง 4)   

1. การศึกษาในห้องทดลอง (วตัถปุระสงคห์ลกั 1-3) 

เชือ้ทีจ่ะใชใ้นการศกึษาคอื C. neoformans (serotype A และ D) และ Cryptococcus gattii 

(serotype B และ C) ทัง้ 4 สายพนัธุ ์8 molecular types (รวม 9 strains ไดแ้ก่ H99, WM148, WM626, 

WM628, WM629, WM179, WM178, WM175 และ WM779) และเชือ้ Cryptococcus spp. clinical isolates 

15 isolates (รวมทัง้สิน้ 24 isolates)  

วตัถปุระสงคห์ลกั 1: เพื่อศกึษาความสามารถของยาขบัเหลก็ deferoxamine และ deferasirox ใน

การยบัยัง้เชือ้ ครปิโตคอคคสัสายพนัธุต่์าง ๆ  
Rationale: จากการศกึษาในเชือ้ราชนิดอื่น ยาขบัเหลก็ deferasirox มฤีทธิ ์ fungicidal ต่อเชือ้รา

บางชนิด จากคุณสมบตัใินการกาํจดัเหลก็ออกจากเซลเชือ้รา ทาํใหเ้ชือ้ไม่สามารถนําธาตุเหลก็ไปใชไ้ด ้

การศกึษาเบือ้งตน้พบว่ายาขบัเหลก็อาจมคุีณสมบตัเิป็น partial synergism กบัยา amphotericin B ต่อเชือ้ 

Cryptococcus โดยใหค้่า FICI ประมาณ 0.5   

Experimental design 

- หาค่า minimal inhibitory concentration (MIC) ของยา deferoxamine และ deferasirox ต่อเชือ้ 

Cryptococcus spp. ทัง้ 24 isolates โดยวธิ ีbroth dilution test 

- ศกึษาการเสรมิฤทธิร์ะหว่างยาขบัเหลก็ทัง้สองชนิดกบั ยา amphotericin B และ fluconazole โดย

วธิ ีcheckerboard method และคาํนวณค่า FICI ของเชือ้ 

- ศกึษา growth curve ของเชือ้ C. neoformans และ C. gattii ทัง้ 4 serotypes ในภาวะทีม่ ี

deferasirox หรอื deferoxamine ร่วมกบั amphotericin B เปรยีบเทยีบกบั amphotericin B alone เพื่อดผูล

ของ deferasirox ในการยบัยัง้เชือ้  

- ศกึษา growth curve ของเชือ้ C. neoformans และ C. gattii ทัง้ 4 serotypes ในภาวะทีม่ ี iron 

excess เปรยีบเทยีบกบั ภาวะปกตแิละภาวะทีม่ยีาขบัเหลก็ เพื่อดผูลของ iron ต่อการเจรญิเตบิโตของเชือ้  

- หากพบมกีารยบัยัง้เชือ้ครปิโตคอคคสัโดยยาขบัเหลก็ในสภาวะใดสภาวะหน่ึง จะศกึษาผลของการ

เตมิธาตุเหลก็ ลงไปในสภาวะเหล่านัน้เพื่อดวู่าสามารถทาํใหเ้ชือ้เจรญิเตบิโตไดป้กตหิรอืไม่ 

ผลการศึกษา 

พบว่ามกีารเสรมิฤทธิก์นัระหว่าง amphotericin B กบั DFO และจากการศกึษา growth curve 

พบว่า C. neoformans แสดงผลชดัเจนกว่า C. gattii และเมื่อเตมิธาตุเหลก็เขา้ไปในเชือ้ทีเ่ลีย้งดว้ย 

amphotericin B ร่วมกบั DFO แลว้นัน้ พบว่าสามารถทีจ่ะทาํใหเ้ชือ้กลบัมาเจรญิเตบิโตได ้กล่าวคอื ฤทธิก์าร

ยบัยัง้เชือ้ของ DFO จะหมดไป สว่นการทดสอบยาร่วมกนัระหว่าง amphotericin B ร่วมกบั DFX และ 

fluconazole ร่วมกบั DFO หรอื DFX นัน้ ไม่มผีลเสรมิฤทธิก์นั 
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วตัถปุระสงคห์ลกั 2: ศกึษาผลของยาขบัเหลก็ต่อการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการนําเหลก็

เขา้เซล (CFT1 และ CFT2) และยนีทีค่วบคุมธาตุเหลก็ (CIR1) ของเชือ้ครปิโตคอคคสั 
Rationale: CFT1 และ CFT2 เป็นยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบั iron transport ในเชือ้ Cryptococcus spp. 

และ CIR1 เกีย่วขอ้งการควบคมุ iron ในเซลของ Cryptococcus และยงัควบคมุการแสดงออกของ virulence 

factors หลายชนิด ดงันัน้การลดลงของธาตุเหลก็จากผลของยาขบัเหลก็จงึน่าจะมผีลใหม้กีารแสดงออกของ

ยนีดงักล่าวเพิม่ขึน้ (up-regulation)  

Experimental design 

- เชือ้ C. neoformans และ C. gattii จะถูกเพาะเลีย้งใน broth ทีม่ ีdeferasirox หรอื deferoxamine 

200 µg/ml และเกบ็เซลทีเ่วลา 0 และ 12-18 ชัว่โมงหลงัจากเพาะเชือ้เพื่อแยก RNA 

- วดัปรมิาณ RNA และสรา้ง cDNA จาก RNA 

- หาปรมิาณของ CFT1, CFT2 และ CIR1 expression โดย quantitative real-time PCR 

ผลการศึกษา 

เมื่อเลีย้งเชือ้ C. neoformans ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ี DFO พบว่ามกีาร up-regulation ของ CFT1 

และ CFT2 genes สว่น CIR1 gene นัน้ม ีdown-regulation เลก็น้อย แต่เมื่อเลีย้งเชือ้ C. neoformans ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ีDFX พบว่ามกีาร down-regulation ของทัง้ CFT1,CFT2 และ CIR1 gene ชดัเจน 

 

วตัถปุระสงคห์ลกั 3: ศกึษาผลของยาขบัเหลก็ต่อการแสดงออกของ virulence factors ทีส่าํคญัทัง้

ในระดบั phenotypes และ gene expression  
Rationale: จากการศกึษาของ Jung et al. (12, 13) โดยวธิ ีtargeted gene deletion ของยนี CFT1 

และ CIR1 พบว่า gene ทัง้สองมคีวามสาํคญัต่อ cryptococcal virulence และอาจควบคมุ cryptococcal 

virulence factors เช่น ความสามารถในการเจรญิเตบิโตที ่37ºC และการสรา้งแคปซลู ดงันัน้ ภาวะขาดเหลก็

จากยาขบัเหลก็ อาจมผีลต่อ expression ของ virulrnce factors ดงักล่าว 

Experimental design  

- เชือ้ C. neoformans และ C. gattii จะถูกเพาะเลีย้งใน broth ทีม่ ีdeferasirox หรอื deferoxamine 

200 µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ควบคู่กบัเชือ้ทีเ่ลีย้งใน broth ปกตแิละศกึษาเปรยีบเทยีบ virulence factors 

คอื  

1. ศกึษาขนาดของ capsular polysaccharide ในภาวะทีม่แีละไม่มยีาขบัเหลก็ โดยเพาะเชือ้ใน YNB 

broth และบ่มเชือ้ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ 37ºC ขนาดของ capsule ประมนิโดยดจูากกลอ้งจุลทรรศน์และหาค่า 

capsule: whole cell ratio 

2. ความสามารถในการเจรญิเตบิโตที ่37ºC โดยการเพาะเชือ้ใน YPD medium ทีอุ่ณหภูม ิ37ºC 

ผลการศึกษา 

   ยาขบัเหลก็ทัง้ 2 ชนิด ไม่มผีลต่อการสรา้งแคปซลูของเลือ้ และไม่มผีลต่อการเจรญิทีอุ่ณหภมู ิ37ºC 

ของเชือ้ C. neoformans 
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2. การศึกษาในผูป่้วย (วตัถปุระสงคร์อง 4)  

 วตัถปุระสงคร์อง 4: ศกึษาความแตกต่างระดบัของธาตุเหลก็ในผูป้ว่ยโรคภมูคิุม้กนับกพร่องทีต่ดิ

เชือ้และไมต่ดิเชือ้ครปิโตคอคคสั) 

Rationale: จากการศกึษาในผูป้ว่ยมะเรง็เมด็เลอืดในอดตีโดย Iglesias-Osma C. et al. (ตพีมิพใ์น 

J Clin Pathol 1995;48:223-5) พบว่าผูป้ว่ยทีม่กีารตดิเชือ้ราชนิดลุกลามจะมกีารเพิม่ขึน้ของ transferrin 

saturation, serum ferritin และ serum iron สว่นค่า serum transferrin และ total iron binding capacity 

(TIBC) ในผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ราลุกลามนัน้จะตํ่ากว่าผูป้ว่ยทีไ่ม่ไดต้ดิเชือ้รา ซึง่บ่งถงึว่ามคีวามสมัพนัธก์นัระหว่าง

ภาวะเหลก็เกนิกบัการตดิเชือ้รา โดยการศกึษาน้ีไม่พบความสมัพนัธข์องภาวะเหลก็เกนิกบัโรคมะเรง็เมด็เลอืด

ของผูป้ว่ย ดงันัน้ภาวะเหลก็เกนิอาจมคีวามสมัพนัธก์บัการตดิเชือ้ราครปิโตคอคคสัไดแ้ละหากเป็นเช่นนัน้การ

ลดระดบัธาตุเหลก็ในร่างกายอาจชว่ยป้องกนัหรอืมผีลต่อการรกัษาผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ครปิโตคอคคสัได ้

รปูแบบงานวิจยั  cross-sectional study 

ประชากรท่ีศึกษา    

 - แหล่งท่ีมาของประชากร   

ผูป้ว่ยตดิเชือ้ HIV ทีไ่ดร้บัการวนิิจฉยัเป็น cryptococcosis (โดยตรวจพบเชือ้จากการเพาะ

เชือ้ india ink หรอื cryptococcal antigen ใหผ้ลบวก) โดยไดร้บัการวนิิจฉยัภายใน 1 ปีและกาํลงั

ไดร้บัการรกัษาอยูจ่าํนวน 15 รายและผูต้ดิเชือ้ทีไ่มไ่ดเ้ป็น cryptococcosis ที ่CD4
+ ตํ่ากว่า 100 เซล

ต่อ ลบ.มม. และผลการเจาะเลอืดตรวจ cryptococcal antigen ไดผ้ลลบ จาํนวน 16 ราย (control)   

 - การได้มาซ่ึงประชากรท่ีศึกษา    

ผูป้ว่ยทีม่เีกณฑ ์ ครบตามทีก่าํหนด จะไดร้บัการสอบถามความสมคัรใจในการเขา้ร่วม

โครงการวจิยั โดยจะสอบถามผูป้ว่ยโดยตรงหรอืญาตสิายตรง จากผูร่้วมโครงการวจิยั หากผูป้ว่ย

สนใจ ผูร่้วมโครงการวจิยักจ็ะแจง้รายละเอยีดของโครงการวจิยัตามเอกสารชีแ้จงผูเ้ขา้ร่วมการวจิยั 

และขอความยนิยอมจากผูป้ว่ยหรอืญาตผิูป้ว่ย   

 - ส่ิงท่ีผูวิ้จยัจะให้กบัประชากรท่ีศึกษา (Intervention)    

1.) ผูป้ว่ยจะไดร้บัการเจาะเลอืดเพื่อตรวจ iron study ไดแ้ก่ serum iron, ferritin, total iron 

binding capacity (TIBC), serum transferrin, transferrin saturation  

ผลการศึกษา 

 ผูป้ว่ย HIV ทีเ่ป็นและไม่เป็นโรค cryptococcosis ไม่มคีวามแตกต่างกนัในระดบัของ serum iron, 

ferritin, total iron binding capacity (TIBC), serum transferrin, transferrin saturation  
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เน้ือหางานวิจยั 
วัตถุประสงค์ 1 

 (1) วตัถุประสงค์ของโครงการ: เพื่อศึกษาความสามารถของยาขับเหลก็ deferoxamine และ 

deferasirox ในการยบัยัง้เชือ้ คริปโตคอคคสัสายพนัธ์ุต่าง ๆ   

 (2) ระเบียบวิธีวิจัย 

2.1 หาค่า minimal inhibitory concentration (MIC) ของยา deferoxamine และ deferasirox 

ต่อเชือ้ Cryptococcus spp. รวม 24 isolates โดยวิธี broth dilution test 

2.2 ศึกษาการเสริมฤทธ์ิระหว่างยาขับเหล็กทัง้สองชนิดกับ ยา amphotericin B โดยวธีิ 

checkerboard method และคาํนวณค่า FICI ของเชือ้รวม 24 strains  

2.3 ศึกษาการเสริมฤทธ์ิระหว่างยาขับเหล็กทัง้สองชนิดกับ ยา fluconazole โดยวธีิ 

checkerboard method และคาํนวณค่า FICI ของเชือ้รวม 3 strains  

2.4 ศึกษา growth curve ของเชือ้ C. neoformans และ C. gattii ทัง้ 4 serotypes ในภาวะที่

มี deferasirox หรือ deferoxamine ร่วมกับ amphotericin B เปรียบเทียบกบั 

amphotericin B alone เพื่อดูผลของ deferasirox ในการยบัยัง้เชือ้  

2.5 ศึกษา growth curve ของเชือ้ C. neoformans ในภาวะที่มี iron excess เปรียบเทียบ

กับ ภาวะปกติและภาวะที่มียาขับเหล็ก เพื่อดูผลของ iron ต่อการเจริญเติบโตของ

เชือ้ 

 

  (3) ผลการศึกษา 

               3.1 ค่า MIC ของ DFX และ DFO และ FICI ของ เม่ือให้ร่วมกบั Amphotericin B ต่อเชือ้ C. 

neoformans พบมี synergy ระหว่าง DFO และ Amphotericin B 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

WM 626 H 99  WM 148 WM 629 WM 628 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 >200 >200 

Amphotericin B 0.5 0.5 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 

Amphotericin B + DFO 0.25 / 6.25 0.25 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.03125 1.03125 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.53125 0.53125 0.53125 0.53125 0.53125 
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               3.2 ค่า MIC ของ DFX และ DFO และ FICI ของ เม่ือให้ร่วมกบั Amphotericin B ต่อเชือ้ C. 

gattii พบมี synergy ระหว่าง DFO และ Amphotericin B 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

WM 179 WM 175 WM 178 WM 779 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 0.5 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.25 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 1.03125 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.53125 0.53125 0.53125 0.53125 

 

               3.3 ค่า MIC ของ DFX และ DFO และ FICI ของ เม่ือให้ร่วมกับ Amphotericin B ต่อเชือ้คริปโต

คอคคัสที่แยกได้จากผู้ป่วย 15 สายพันธ์ุ พบ FICI ของ DFO และ Amphotericin B อยู่ระหว่าง 0.5 ถงึ 0.75 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT009 ICT015 ICT016 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.53125 0.53125 0.53125 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT001 ICT003 ICT006 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 0.5 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.25 / 6.25 0.25 / 6.25 0.5 / 50 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.53125 0.53125 0.75 
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Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT007 ICT008 ICT012 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 25 0.5 / 50 0.5 / 12.5 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.625 0.75 0.5625 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT013 ICT017 ICT020 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.53125 0.53125 0.53125 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT021 ICT023 ICT029 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.53125 0.53125 0.53125 
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               3.4 ค่า MIC ของ DFX และ DFO และ FICI ของ เม่ือให้ร่วมกับ Fluconazole ต่อเชือ้คริปโต

คอคคัส สายพนัธ์ุที่สาํคัญ รวม 3 สายพันธ์ุ ไม่พบมี synergy ระหว่าง DFO และ Fluconazole 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

H 99  WM 178 WM 626 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Fuconazole 2.0 8.0 1.0 

Fuconazole + DFX 2.0 / 6.25 8.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Fuconazole + DFO 2.0 / 6.25 8.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 1.0625 1.0625 1.0625 

 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



11 
 

3.5 Growth curve ของ C. neoformans (serotype A และ D) ของ DFX และ DFO และเม่ือให้

ร่วมกับ Amphotericin B พบมี synergy ระหว่าง DFO และ Amphotericin B  

 

    Serotype A 

 

     
 

 

      Serotype D 
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3.6 Growth curve ของ C. gattii (serotype B และ C) ของ DFX และ DFO และเม่ือให้ร่วมกับ 

Amphotericin B   

 

Serotype B 

 

 
 

 

 

 

 

 

Serotype C 
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               3.7 Growth curve ของ C. neoformans (serotype A) ของ DFX และ DFO และเม่ือให้ร่วมกับ 

Amphotericin B พบมี synergy ระหว่าง DFO และ Amphotericin B และผลดังกล่าวหายไปเม่ือเติม ธาตุ

เหลก็ลงไปในอาหารเลีย้งเชือ้ 
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วัตถุประสงค์ 2 

 (1) วัตถุประสงค์ของโครงการ: ศึกษาผลของยาขบัเหล็กต่อการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวข้องกับ

การนําเหลก็เข้าเซล (CFT1 และ CFT2) และยนีที่ควบคุมธาตุเหล็ก (CIR1) ของเชือ้คริปโตคอคคัส 

 (2) ระเบียบวิธีวิจัย 

2.1 เชือ้ C. neoformans จะถกูเพาะเลีย้งใน broth ที่มี deferasirox หรือ deferoxamine 

200 µg/ml และเก็บเซลที่เวลา 0 และ 12-18 ชั่วโมงหลังจากเพาะเชือ้เพื่อแยก RNA 

2.2 วัดปริมาณ RNA และสร้าง cDNA จาก RNA 

2.3 หาปริมาณของ CFT1, CFT2 และ CIR1 expression โดย quantitative real-time PCR 

2.4 ทาํการทดลองซํา้ 3 ครัง้ (biological triplicates) 

  (3) ผลการศึกษา 

             Gene expression ของ C. neoformans (serotype A) เม่ือเลีย้งเชือ้ในภาวะที่มี DFO พบว่า มีการ

เพิ่มขึน้ในการแสดงออก (up-regulation) ของยนี CFT1 (1.7 เท่า) และ CFT2 (2.0 เท่า) แต่มีการลดลงของ

การแสดงออก (down-regulation) ของยนี CIR1 เล็กน้อย (0.9 เท่า) แต่เม่ือเลีย้งเชือ้ในภาวะที่มี DFX พบว่า 

การลดลงของการแสดงออก (down-regulation) ของยนี CFT1, CFT2 และ CIR1 ทัง้หมด 0.5, 0.6 และ 0.3 

เท่าตามลาํดับ ดังแสดงในกราฟข้างล่าง 
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วัตถุประสงค์ 3 

 (1) วัตถุประสงค์ของโครงการ: ศึกษาผลของยาขับเหลก็ต่อการแสดงออกของ virulence factors ที่

สาํคัญทัง้ในระดับ phenotypes และ gene expression 

 (2) ระเบียบวิธีวิจัย 

เชือ้ C. neoformans และ C. gattii จะถกูเพาะเลีย้งใน broth ที่มี deferasirox หรือ 

deferoxamine 200 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ควบคู่กับเชือ้ที่เลีย้งใน broth ปกติและศึกษา

เปรียบเทียบ virulence factors คือ  

1. ศึกษาขนาดของ capsular polysaccharide ในภาวะที่มีและไม่มียาขับเหลก็ โดย

เพาะเชือ้ใน YNB broth ในภาวะที่มีและไม่มียาขับเหลก็ทัง้ 2 ชนิด และบ่มเชือ้ไว้ที่อุณหภมิู 

37ºC ขนาดของ capsule ประมินโดยดูจากกล้องจุลทรรศน์และหาค่า capsule: whole cell 

ratio ทาํการศึกษาในเชือ้จากผู้ป่วย 10 isolates และหาค่าเฉลี่ย 

2. ความสามารถในการเจริญเติบโตที่ 37ºC โดยการเพาะเชือ้ใน YPD medium ที่

อุณหภมิู 37ºC  

      (3) ผลการศึกษา 

    1. ขนาดของ capsular polysaccharide คาํนวณหา mean capsule: whole cell ratio ของเชือ้

ในภาวะที่มีและไม่มียาขับเหลก็ไม่มีความแตกต่างกัน แสดงว่ายาขับเหลก็ไม่มีผลต่อการสน้าง capsule 

ของเชือ้ ซึ่งเป็น virulence factor อย่างหน่ึง ภาพข้างล่างแสดงถงึค่า capsule: whole cell ratio เฉลี่ย

และ standard error 
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2. Growth curve ของเชือ้เม่ือเพาะเลีย้งที่อุณหภมิู 30°C and 37°C พบว่ายา DFO และ DFX ไม่มีผลต่อการ

เจริญเติบโตของ C. neoformans และ C. gattii ในอุณหภมิูต่างกัน (ctrl, control; A, serotype A; B, serotype 

B)  
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วัตถุประสงค์ 4 

 (1) วัตถุประสงค์ของโครงการ: ศึกษาความแตกต่างระดับของธาตุเหล็กในผู้ป่วยโรคภมิูคุ้มกนั

บกพร่องที่ตดิเชือ้และไม่ตดิเชือ้คริปโตคอคคัส 

 (2) ระเบียบวิธีวิจัย ผู้ป่วยติดเชือ้ HIV ที่เป็น cryptococcosis จาํนวน 15 ราย และที่ไม่ได้เป็น 

cryptococcosis จาํนวน 16 ราย รวม 31 ราย ผู้ป่วยทัง้หมดมีระดับ CD4
+ ตํ่ากว่า 100 cells/mm3 จะ

ได้รับการเจาะเลือดเพื่อตรวจ iron study ได้แก่ serum iron, ferritin, total iron binding capacity (TIBC), 

serum transferrin และ transferrin saturation และเปรียบเทียบกนัระหว่างกลุ่มที่เป็นและไม่เป็น 

cryptococcosis 

            (3) ผลการศึกษา 

               ไม่พบมีความแตกต่างกนัของระดับ serum iron, ferritin, total iron binding capacity (TIBC), 

serum transferrin และ transferrin saturation ของผู้ป่วย HIV ที่มีและไม่มี cryptococcal infection (p > 0.05) 

 

 
 Group N Mean Std. Deviation 

Iron Control 15 9.46 6.17 

Case 16 10.24 5.98 

TIBC Control 15 35.55 13.14 

Case 16 33.64 7.31 

Transferrin saturation Control 15 28.45 21.90 

Case 16 31.26 19.60 

Ferritin Control 15 3.24 4524.17 

Case 16 2.64 5338.19 

Transferrin Control 15 1.48 58.12 

Case 16 1.45 34.10 
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ABSTRACT 

Introduction: The iron chelator, deferasirox (DFX), has shown to have fungicidal activity 

against Rhizopus. This work is to investigate the potential antifungal activity of iron chelators, 

deferoxamine (DFO) and DFX, against cryptococcal isolates and their impacts on expression of 

cryptococcal iron-related genes.  

Methods: Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii were used to determine the 

minimal inhibitory concentration (MIC) of DFO and DFX and the fractional inhibitory 

concentration (FIC) of the combinations between the iron chelators and amphotericin B (AMB). 

Growth curves of cryptococcal strains in exposure to iron chelators, with and without AMB, 

were performed. Expression of cryptococcal CFT1, CFT2, and CIR1 genes was determined using 

semi-quantitative real-time PCR.  

Results: Both DFO and DFX alone show no antifungal activity against Cryptococcus strains. 

However, when combined with AMB, the MIC of both DFO and DFX decreased from >200 

µg/ml to 6.25 µg/ml for serotypes A and AD. For serotypes B, C and D, the MIC of DFO and 

DFX decreased from > 200 µg/ml to 6.25 and 12.5 µg/ml, respectively. Likewise, the MIC of 

AMB decreased for one dilution in all strains when combined with iron chelators, giving the FIC 

of 0.5 and 1 for DFO+AMB and DFX+AMB, respectively. Growth curve of C. neoformans 

(serotype A and D) showed a significant growth retardation of the yeast cells when incubated 

with a combination of sub-MIC concentration of AMB and DFO, compared with either AMB or 

DFO alone. However, C. gattii (serotype B and C) exhibited significantly less extent in growth 

retardation in media with DFO+AMB. In contrast, cryptococcal growth retardation was not 

observed, or minimal, when DFX is used in combination with AMB in all serotypes. When C. 

neoformans was grown in DFO, the CFT1, CFT2 and CIR1 were expressed for 1.7, 2.0 and 0.9 
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times of control, respectively. With DFX, the CFT1, CFT2 and CIR1 were expressed for 0.5, 0.6 

and 0.3 times of control, respectively.  

Conclusions: The extent of synergistic effect between DFO+AMB was more than that of 

DFX+AMB and this is different to Zygomycetes in which DFO enhances fungal growth. CFT1 

and CFT2 overexpression seems to be the major mechanism related to growth inhibitory effect of 

DFO. 
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Introduction  

Cryptococcus neoformans is an important opportunistic pathogen in patients with 

HIV/AIDS and those receiving immunosuppressive therapy and organ transplant recipients. It is 

one of the most common opportunistic infection in advanced HIV disease following tuberculosis 

and pneumocystosis (1). Although the access to antiretroviral therapy reduced the prevalence of 

opportunistic infection in HIV/AIDS (2), the number of patients with cryptococcal infection are 

still high. In fact, Cryptococcus gattii can also affect normal individuals. Although the guideline 

for treatment of cryptococcal diseases is available (3, 4), current antifungal agents used to 

combat cryptococcal infections are still limited resulting in a high morbidity and mortality (5). 

Seeking for novel therapy for cryptococcosis is therefore of important in order to improve 

treatment outcomes of patients with invasive cryptococcal diseases. Iron availability has been 

implicated as a major regulator of fungal growth and virulence. Sequestration of iron by serum is 

a major host defense mechanism against certain fungal pathogens that can inhibit growth of the 

fungus and this fungistasis effect is reversed when exogenous iron is added to the serum to 

increase transferrin saturation. The role of iron chelation on invasive fungal diseases has been 

investigated especially in mucormycosis. Before the availability of novel iron chelating agents, 

the benefit of iron chelation for treatment of invasive fungal diseases was obscured by the early 

observation that deferoxamine (DFO) therapy used for the treatment of iron/aluminium overload 

in dialysis patients was found to be a risk factor for angioinvasive mucormycosis. This 

paradoxical evidence of the increased risk of mucormycosis in DFO treatment is explained by 

the fact that DFO acts as a siderophore to supply previously unavailable iron to the fungus and 

enhances fungal growth. The discovery of novel iron chelators, deferasirox (DFX), has 

highlighted the potential use of iron chelation, alone or in combination with antifungal drugs, for 
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treatment of invasive fungal diseases (6). These newer tridentate iron chelators tightly bind the 

ferric ion and therefore do not act as siderophores as the fungi are incapable to detach iron from 

the iron-chelator complex (7). The effect of iron chelators in Cryptoccocus spp. has never been 

investigated. We report here the antifungal activity of iron chelators and their potential role for 

treatment of invasive cryptococcosis. 

 

Methods  

 

Cryptococcal Strains: C. neoformans strain H99 (serotype A) and 8 reference strains of C. 

neoformans (WM626, WM148, WM629, WM628) and C. gattii (WM179, WM175, WM178, 

WM779) were used in this study. All reference strains were received as gifts from Dr. Weiland 

Meyer, Westmead Hospital, University of Sydney, Australia. 

 

Determination of minimal inhibitory concentration (MIC) and fractional inhibitory 

concentration (FIC): MIC of DFX, DFO, amphotericin B (AMB) and fluconazole in C. 

neoformans and C. gattii isolates was determined using broth microdilution test according to 

CLSI. The FIC of the combinations between the iron chelators (DFX and DFO) and 

amphotericin B (AMB) or fluconazole was performed using checker board method. FIC was 

calculated as following: FIC = (MIC of drug A, tested in combination)/(MIC of drug A, tested 

alone) + (MIC of drug B, tested in combination)/(MIC of drug B, tested alone). 

 

Growth curves determination: Growth curves of yeast in exposure to DFX or DFO, with and 

without AMB, were performed using 105 cells of C. neoformans and C. gattii in YNB broth. 
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One-hundred milliliters of each broth culture were taken and plated onto sabouraud dextrose agar 

(SDA) in various dilution and colonies were counted after a 3-day incubation. The growth curve 

experiments were performed at both 30°C and 37°C. 

 

Determination of capsule size:  Cryptococcal strains were grown in YPD broth overnight. The 

yeast cells were visualized under a microscope and capsule:whole cell ratio was measured. 

 

Semiquantitative RT-PCR of cryptococcal gene expression: C. neoformans strain H99 was 

grown in YNB with and without DFO in a shaking incubator at 30°C. The cell culture was taken 

at 12 hours after incubation. Cells were centrifuged and subjected to RNA extraction using 

Trizole (Invitrogen). cDNA was synthesized from the extracted RNA using SuperScript III 

(Invitrogen) and use as template for RT-PCR. Cryptococcal CFT1, CFT2, and CIR1 gene 

expressions were determined using semi-quantitative real-time PCR (Biorad). 

 

Results 

MIC and FIC of antifungal agents and iron chelators 

The MIC of amphotericin B to 9 C. neoformans and C. gattii reference strains (Table 1) 

and 9 clinical isolates (Table 2) were shown. All cryptococcal strains exhibited MIC of 

amphotericin B at 0.5-1 µg/ml and MIC of DFO and DFX > 200 µg/ml suggesting that the iron 

chelators itself do not have antifungal activity to cryptococcal isolates. For reference strains, 

when combined amphotericin B with DFO, the FIC was 0.5 whereas the combination of 

amphotericin B and DFX gave FIC of 1.0. These results suggested that there was synergistic 

effect between amphotericin B and DFO but not DFX (Table 1). 
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Table 1 (A.) MIC and FIC of amphotericin B and iron chelators against C. neoformans reference 

strains (B.) MIC and FIC of amphotericin B and iron chelators against C. gattii reference strains 

  

• Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

WM 626 H 99 WM 148 WM 629 WM 628 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 >200 >200 

Amphotericin B 0.5 0.5 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 

Amphotericin B + DFO 0.25 / 6.25 0.25 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

 

 

• Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

WM 179 WM 175 WM 178 WM 779 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 0.5 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 1.0 / 12.5 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.25 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0 1.0 1.0 1.0 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.5 0.5 0.5 0.5 
 

The amphotericin B MIC 15 C. neoformans clinical isolates (Table 2) were shown. 

Similarly to the reference strains, all cryptococcal strains exhibited MIC of amphotericin B at 

0.5-1 µg/ml and MIC of DFO and DFX > 200 µg/ml. When combined amphotericin B with 

DFO, the FIC ranged between 0.5-0.8 whereas the combination of amphotericin B and DFX 

gave FIC of 1.1 in all isolates. These results suggested that there was synergistic effect between 

amphotericin B and DFO in cryptococcal clinical isolates (Table 2). 
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Table 2 MIC and FIC of amphotericin B and iron chelators against 15 C. neoformans clinical 

isolates 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT009 ICT015 ICT016 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.1 1.1 1.1 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.5 0.5 0.5 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT001 ICT003 ICT006 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 0.5 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.25 / 6.25 0.25 / 6.25 0.5 / 50 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.1 1.1 1.1 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.5 0.5 0.8 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT007 ICT008 ICT012 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 25 0.5 / 50 0.5 / 12.5 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.1 1.1 1.1 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.6 0.8 0.6 
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Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

ICT013 ICT017 ICT020 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.5 0.5 0.5 

 

 

Agents / Organisms MIC (µg/ml) 
 

ICT021 ICT023 ICT029 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Amphotericin B 1.0 1.0 1.0 

Amphotericin B + DFX 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Amphotericin B + DFO 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 0.5 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.0625 1.0625 1.0625 

FICI of Amphotericin B + DFO 0.5 0.5 0.5 

 

 

 
Fluconazole MICs of 2 C. neoformans (H99 and WM626) and a C. gattii (WM178) were 

determined. In contrast to amphotericin B, fluconazole did not show synergistic activity with any 

iron chelator with the FIC of 1.1 µg/ml (Table 3).   
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Table 3 MIC and FIC of fluconazole and iron chelators against C. neoformans and C. gattii 

 

Agents / Organisms 
MIC (µg/ml) 

H 99 WM 178 WM 626 

Deferasirox (DFX) >200 >200 >200 

Deferoxamine (DFO) >200 >200 >200 

Fuconazole 2.0 8.0 1.0 

Fuconazole + DFX 2.0 / 6.25 8.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

Fuconazole + DFO 2.0 / 6.25 8.0 / 6.25 1.0 / 6.25 

FICI of Amphotericin B + DFX 1.1 1.1 1.1 

FICI of Amphotericin B + DFO 1.1 1.1 1.1 

 
 

Growth curves of C. neoformans serotypes A and D were determined. The results confirmed 

that when amphotericin B was combined with DFO, but not DFX, it can slow the growth of C. 

neoformans (Figure 1). However, the growth retardation was less obvious in C. gattii (serotype B 

and C) (Figure 2). 
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Figure 1 Growth curves of C. neoformans (serotype A and D) growing in YNB broth 

supplemented with amphotericin, DFX, DFO and combination of amphotericin B with DFX or 

DFO  

Serotype A 

     
 

Serotype D 
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Figure 2 Growth curves of C. gattii (serotype B and C) growing in YNB broth supplemented with 

amphotericin, DFX, DFO and combination of amphotericin B with DFX or DFO 

 

Serotype B 
 

 
 

Serotype C 
 

 
 

              
When iron was added into the YNB culture medium with amphotericin B and DFO, the 

effect on growth retardation was abolished (Figure 3).   
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Figure 3 Growth curves of C. neoformans growing in YNB broth supplemented with 

amphotericin, DFX, DFO and combination of amphotericin B with DFX or DFO. Growth 

retardation effect was abolished when iron was added into the medium (purple line). 

 
 

 
 We investigated the effect of iron chelators on a virulence factor of C. neoformans, which 

is the fungal capsule. There was no difference of capsule:whole cell ratio of the yeast cells when 

exposed to DFX or DFO. This result suggested that iron chelators had no impact on cryptococcal 

capsule (Figure 4). In addition, iron chelator did not affect growth at physiologic temperature 

(37°C) of cryptococcal strains (data not shown) 
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Figure 4 C. neoformans was grown in YNB with and without DFX or DFO. Mean 

capsule:whole cell ratio of was determined (error bar = standard deviation).            

 

         

 

 To demonstrate the effect of iron chelators on iron-related genes, CFT1, CFT2 and CIR1, 

cDNA was synthesized from RNA extracted from C. neoformans grown in YNB with or without 

DFX or DFO. Results showed that CIR1 was more up-regulated when the cells were grown with 

DFX (Figure 5). 
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Figure 5 Gene expression ของ C. neoformans (serotype A) grow in medium with or without DFX 

or DFO. CFT1, CFT2 and CIR1 expression was determined by semi-quantitative RT-PCR. 

 

              
 

 

Discussion 

It has been shown that there is an association between iron overload and invasive fungal 

diseases implicating the role of iron in fungal growth and pathogenesis (8, 9). Human body 

possesses a mechanism to maintain iron at a low level and it has shown to have inhibitory effects 

to fungi (10).  Previous study showed that Cryptococcus neoformans possesses iron machinery 

involved CFT1 and CFT2 genes for iron transport and CIR1 genes for iron regulation (11-13). 

CFT1 and CIR1 have been shown to be a virulence factors in C. neoformans and CIR1 appears to 

be a regulatory unit for several cryptococcal virulence determinants including growth at high 
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temperature, melanin pigment, capsular polysaccharide and phospholipases. Animal studies also 

revealed that CFT1 and CIR1 play a pivotal role in cryptococcal pathogenicity.  

Our results showed that, when combined with amphotericin B, DFO are synergistic to the 

polyene antifungal agent. However, the triazole, fluconazole did not show additional antifungal 

activity when combined with DFO. This may explain by the different antifungal mechanism 

between amphotericin B and fluconazole in which amphotericin B exhibits a direct fungal cell 

membrane disruption. In addition, our result revealed that, unlike other fungi such as 

Zygomycetes, DFX does not have additional antifungal activity when combined with 

amphotericin B. These findings suggested that there are different mechanisms in iron acquisition 

and action of iron chelators in yeasts and molds. In fact, the synergistic activity was more robust 

in C. neoformans than that in C. gattii, suggesting that there are also different in iron metabolism 

and fungal virulence, even in the same genus. The higher expression of CFT1 and CFT2 in 

condition with DFO infers that there cryptococcal iron transporter genes increased their activity 

in order to adapt itself in response to iron deficiency caused by DFO, but not DFX.    

In conclusion, the iron chelator, DFO, exhibits synergistic effect to amphotericin B 

against C. neoformans and C. gattii. However, marked growth retardation was shown only in C. 

neoformans. The extent of synergistic effect between DFO and AMB was more than that of DFX 

and AMB and this is different to Zygomycetes in which DFO enhances, rather than inhibits, 

fungal growth. Overexpressions of CFT1 and CFT2 seem to be the major compensatory 

mechanism to increase iron acquisition in DFO-treated cryptococcal cells. Finally, DFO in 

combination with AMB may be a potential combination antifungal therapy in cryptococcosis in 

resource-limited countries where flucytosine is not avaiable. Further in vivo and clinical studies 

are therefore warranted. 
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