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SUSCEPTIBILIDAD “IN VITRO" DE CEPAS DE Cryptococcus A 5 DROGAS ANTIFUNGICAS

A.J. BAVA & R. NEGRONI (1)

RESUMEN

Se estudidé la susceptibilidad ‘‘in vitro” de 24 cepas de 3 especies del género
Cryptococcus a 5 drogas antifungicas (anfotericina B, 5 fluorocitosina, ketoconazol,
itraconazol y miconazol). Las mismas se agruparoh segun su especie, variedad y

origen de aislamiento.

Para determinar la concentracion inhibitoria minima (C.I.M.) de cada droga
se empled el método de dilucion en agar con el medio basico nitrogenado para
levaduras, adicionado de glucosa. Se obtuvo ademas la media geométrica de estos
valores para cada grupo y se comparo cada uno de ellos.

Los resultados obtenidos fueron homogéneos con la sola excepcion de las cepas
de Cryptococcus sp (no neoformans), en las cuales se detectaron elevados valores

de C.I.M. para la 5 fluorocitosina.

UNITERMOS: Cryptococcus; Drogas antifungicas; Susceptibilidad *‘in vitro”.

INTRODUCCION

La criptococosis es una micosis sistémica
cuyo agente etiologico es una levadura capsu-
lada: el Cryptococcus neoformans. Esta ha sido
repetidamente aislada del medio ambiente en
muestras de suelo contaminadas con excremen-
tos de palomas! 7.

Otras especies de Cryptococcus, considera-
das habitualnmente como no patégenas se recu
peraron de muestras clinicas y de tierra, conta-
minadas 0 no con excrementos de palomas® y
se han senalado ocasionalmente como agentes
causales de infecciones?® °.

Elestudio antigénico del polisacarido capsu-
lar de Cryptococcus neoformans, permitié su
agrupacion en 4 serotipos: A, B, C y D% El par
serotipico AD se corresponde con Cryptococcus
neoformans variedad neoformans y el BC con
la variedad gattii del mismo hongo'! 2.

Entre las caracteristicas salientes de esta ul-
tima figuran: su presencia mayoritaria en los ais-
lamientos clinicos en determinados dreas del
planeta?, la imposibilidad, hasta el presente. de
su recuperacion del medio ambiente y su mayor
resistencia a los agentes antifingicos, mencio-
nada por algunos autores!®.

El proposito de este trabajo es comparar la
susceptibilidad “in vitro” a 5 drogas antifiingi-
cas de cepas de Cryptococcus, aisladas en su
gran mayoria, en nuestro medio, en los udltimos
5 anos. La finalidad principal es establecer si
existe diferencia de sensibilidad a estas drogas
entre las cepasobtenidas de pacientes y aquellas
aisladas de la naturaleza y ver si a traves de
este estudio se podria establecer algin tipo de
caracterizaciéon epidemiolégica.

:1) Centro de Micologia del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de 1a Universidad de Buenos Aires
Paraguay 2155. Piso I1. C.P. 1421. Capital Federal. Buenos Aires. Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

a) Cepas estudiadas: se estudiaron 24 cepas
de levaduras del género Cryptococcus, 22 de
ellas pertenecientes a la Micoteca del Centro de
Micologia y 2 enviadas por la Dra. Kwon Chung.
Las caracteristicas generales de las mismas (de-
nominacion, especie, variedad, serotipo y origen
de aislamiento) se resumen en la Tabla nv 1.

b) Preparacioéon del inéculo: se realizé un re-
pique de las cepas en tubos conteniendo medio
de agar miel de Sabouraud y se incubaron a 28°C
durante 48 horas. Las células fueron suspendidas
en solucion fisiologica estéril y llevadas a una
turbidez equivalente al 0,5 de la escala de Mac
Farlan.

c)Medio de cultivo y preparacion de placas:
se utilizo agar al 2% en agua destilada adicio-
nado de glucosa al 10%. Este medio base se fra
ciono en tubos de 22x3 cm con 17 ml cada uno
y se esterilizé en autoclave.

Posteriormente se coloco en bano de agua
a 45°C hasta el momento de agregar el suple-

" mento. Este ultimo estuvo compuesto por 2 ml

de Yeast Nitrogen Base (DIFCO) concentrado
10 veces (6,7 g en 100 ml de agua destilada) y
1 ml de la dilucion correspondientes de antifun-
gico, ambos estériles.

La mezcla de la base y el suplemento se vol-
co sobre placas de Petri de 10 cm de diametro
y se homogeneizé con movimientos rotatorios.

TABLA 1
Caracteristicas generales de las distintas cepas de Cryptococcus estudiadas

CEPA ESPECIE

MOY neoformans

VARIEDAD

neoformans

ORIGEN DE AISLAMIENTO
L.CR.

VAR ” ”
GIU ” s
FER " ”
RIV ” ”
MUN " ”
AME " ”

sangre

CAB M " v
CABR 7 ”
LOP1 "’ ”
LOP 2 " ”
ROD ” ”
ROC ” ”
PER ’ i

excrementos de paloma

GAI ”
GAR " v
CEPA B ” ”
CEPAC ” ”

LCR.

»

Dra. Kwon Chung (*)

" » »

GAG albidus
GIO ” ”
EPE ” ”
SRI ” ”
CEM unigutulattus

excrementos de palomas

tierra

BRU albidus diffluens

ganglio linfatico

Referencias:
(*) cepas enviadas por la Dra. Kwon Chung.
L.C.R.: ligquido céfalorraquideo.
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Una vez solidificado el medio se elimino el agua
de condensacion en estufa a 37°C. Se realizaron
igualmente placas de control sin antifungico y
con polietilenglicol 200.

d) Antifungicos utilizados: Los solventes
utilizados fueron agua destilada para anfoteri-
cina B y 5 fluorocitosina; polietilenglicol 200 pa-
ra itraconazol y ketoconazol y cremofor para mi-
conazol. A partir de las soluciones madre se hi-
cieron diluciones en progresion geométrica de
las drogas en solucion fisiologica estéril, desde
1.000 hasta 2 ug/ml, para obtener en las placas
concentraciones finales 20 veces menores (50
hasta 0,09 ug/mbh.

e) Inoculacion de las placas: se utilizo para
este propdsito un aparato del tipo del multirre
picador de Steers. Se ubicaron 0,3 ml de las sus-
penciones de levaduras en cada una de las oque
dades del mismo. En primer lugar se inocularon
los controles y seguidamente las placas conte
niendo antifungicos, de menor a mayor concen-
tracion.

fi Lectura e interpretacion de los resulta-
dos: las placas inoculadas se incubaron a 28'C
durante 48 hs y luego se realizé la lectura de
las mismas. Se considerdé como concentracion
inhibitoria minima (C.I.M.) a la menor concen-
tracion de antifingico que inhibié el desarrollo
del hongo. Las pruebas se realizaron por dupli
cado.

Siguiendo los criterios adoptados por
FROMTLING et al.® se obtuvo la media geomé-
trica de los distintos grupos y se consideré como
significativa una diferencia cuadruple entre los
valores obtenidos.

RESULTADOS

Los resultados fueron agrupados de la si
guiente manera:

a) Cryptococcus neoformans var, neofor-
mans de muestras clinicas.

b) Cryptococcus neoformans var. neofor-
mans de materias fecales de palomas.

¢) Cryptococcus neoformans var. gattii, 2
de ellos aislados de muestras clinicas en nuestro
medio y 2 enviados por la Dra. Kwon Chung.
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d) Cryptococcus albidus var. diffluens y
Cryptococcus unigutulattus aislados del medio
ambiente.

e) Cryptococcus albidus var. diffluens aisla-
do de muestra clinica.

En la Tabla n' 2 se observaran los valores
obtenidos con las distintas drogas.

DISCUSION

Los resultados obtenidos no muestran en la
mayoria de los casos diferencias significativas
entre los valores de la media geométrica de la
C.I.M. de las 5 drogas en los 4 grupos estable
cidos. Hace excepcion el de los Cryptococcus
sp. (no neoformans), que muestra altos valores
de C.I.M. para la 5 fluorocitosina, en compara
cion con los Cryptococcus neoformans. La bi
bliografia revisada no aporta datos sobre este
punto.

Observando los valores obtenidos en otros
trabajos, los nuestros son comparables en el caso
de la anfotericina B, la 5 fluorocitosina y el mico
nazol. Quizas aquellos obtenidos con ketocona-
zol e itraconazol se muestren un poco mas eleva-
dos. Esta diferencia puede ser motivada por el
uso de un medio de cultivo que se considera me
nos adecuado para el estudio de antifungicos
azolicos “in vitro”. Sin embargo recurrimos a €l
por tratarse de un medio universalmente em-
pleado para las determinaciones de la sensibi-
lidad “in vitro” y porque no altera los resultados
de la 5 fluorocitosina y de la anfotericina B.

El resultado de la cepa de Cryptococcus al-
bidus var. diffluens aislado de una muestra cli-
nica no fue tomado en cuenta por carecer de
significacion estadistica.

CONCLUSIONES

El estudio de la sensibilidad “in vitro' a los
distintos agentes antifungicos es tema de cons
tante discusion. El procedimiento mas utilizado
para este fin es el de dilucién en agar, que per-
mite el estudio de la sensibilidad de numerosas
cepas simultdneamente. Nosotros hemos elegi-
do esta metodologia ya que perseguimos un ob-
jetivo epidemiolégico al comparar la sensibili-
dad antifiingica de Cryptococcus de diferentes
origenes de aislamiento.
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TABLA 2
Valores de la media geometrica de las C.I.M. obtenidas
(en ug:ml)
N de
Grupo ITRA KETO MICO AMB 5 FC
cepas
f
o™ e om0 o
o ) (0,19-1.56) (1,56-6.25) 0,10-0,39) (0,09.0,19) (0,09 0,39
clinicos).
C t S fi
v;:"ﬂgg?j:;;:g?g;g’lgns 7 1.56 5.15 0.35 0.11 0.28
C (0.78-3,12) (3.12-12,5) 0,19-0,78) 0,09-0,19) (0,09 0.78)
ambiente).
Cryptococcus neoformans 0,65 3,71 0,32 0,19 0,27
var. gattii 4 (0,39-0.78) 3,12-6.25) (0,19-0,39) (0,19-0,19) (0,19-0,39)
Cryptococcus sp. no neofor- 0,50 3,58 0,54 0,28 > 50,00
mans (medio ambiente) 5 (0,19-0.78) (3,12-6,25) (0,39-0,78) (0,09-1,56) (50,0-50,0»
Cryptococcus albidus 1 0.39 6.25 0.39 0.09 - 50,00

(caso clinico)

Referencias:

ITRA: Itraconazol
KETO: ketoconazol
MICO: miconazol
AMB: anfotericina B
5 FC: 5 fluorocitosina

Entre paréntesis figuran los valores maximos y minimos de C.I.M. obtenidos con cada una de

las drogas.

Es conocido que varios factores provocan
cambios importantes en los resultados obteni-
dos “in vitro”. Son ellos el pH, concentracion
ionica y composicion quimica del medio utiliza-
do, solubilidad y distribucién de la droga proba-
da en este ultimo, la densidad del in6culo, la
fase en que se encuentra el hongo que lo confor-
ma y el tiempo y temperatura de incubacion.

No obstante los esfuerzos realizados por mu-
chos laboratorios, los resultados no son coinci-
dentes entre si’. Es menester 1a busqueda de una
metodologia sencilla que permita obtener resul-
tados significativos desde punto de vista clinico
y de facil ejecucion porlos laboratorios de menor
complejidad.

Teniendo en cuentala metodologia utilizada
para el estudio de la sensibilidad “in vitro” de
las cepas de Cryptococcus a distintos antifun-
gicos, podemos concluir 1o siguiente:

1 — No hubo diferencias en la sensibilidad
“in vitro’” entre ambas variedades de Crypto-
coccus neoformans.

2 — No se comprobaron susceptibilidades
significativamente distintas entre las cepas de
Cryptococcus neoformans variedad neofor-
mans aislados de casos clinicos y de la natu-
raleza.

3 — Las cepas de Cryptococcus sp. (no neo-
formans) recuperadas del medio ambiente asi
como una de Cryptococcus albidus var. dif-
fluens aislada de una paciente exhibieron valo-
res mas elevados de C.I.M. para la 5 flueroci-
tosina.

SUMMARY

“IN VITRO” SUSCEPTIBILITY OF CRYPTO-
COCCUS STRAINS TO 5 ANTIFUNGAL DRUGS.

A comparative study of the “‘in vitro” suscep

‘tibility of 24 Cryptococcus strains to 5 antifungal
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drugs (amphotericin B, 5 fluorocytosine, micona-
zole, itraconazole and ketoconazole), was carried
out.

These strains were groupea according to
species, varieties and isolation’s origins. The mini-
mum inhibitory concentration (M.I.C.) was de-
terminated by the agar dilution technique in
yeast nitrogen base agar with dextrose. The
mean geometrical of the M.I.C. values of each
group was compared with the others.

The results obtained were homogeneous with
the only exception of the “‘non neoformans”
strains, in which, higher M.1.C. to 5 fluorocyto-
sine values were detected.
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