
Rev. Inst. Med. trop. São Paulo 
31 (5): 346-350, setembro-outubro, 1989 

SUSCEPTIBILIDAD "IN VITRO" DE CEPAS DE Cryptococcus A 5 DROGAS ANTIFÚNGICAS 

A . J . B A V A & R . N E G R O N I (1) 

R E S U M E N 

S e es tud ió l a s u s c e p t i b i l i d a d " i n v i t r o " de 24 c e p a s de 3 espéc ies de l género 

C r y p t o c o c c u s a 5 d r o g a s a n t i f ú n g i c a s (an fo te r i c i na B , 5 f l uo roc i t os ina , k e t o c o n a z o l , 

i t r a c o n a z o l y m i c o n a z o l ) . L a s m i s m a s se a g r u p a r o n s e g ú n s u espéc ie , v a r i e d a d y 
o r i gen de a i s l a m i e n t o . 

P a r a d e t e r m i n a r l a c o n c e n t r a c i ó n i n h i b i t o r i a m í n i m a (C. I .M. ) de c a d a d r o g a 

se e m p l e ó e l m é t o d o de d i l u c i ó n en a g a r c o n e l m e d i o b á s i c o n i t r o g e n a d o p a r a 

l e v a d u r a s , a d i c i o n a d o de g l u c o s a . S e o b t u v o a d e m á s l a m e d i a g e o m é t r i c a de es tos 

va l o res p a r a c a d a g r u p o y se c o m p a r o c a d a u n o de e l los . 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s fueron h o m o g ê n e o s c o n l a s o l a e x c e p c i ó n de l as c e p a s 

de C r y p t o c o c c u s sp (no neo fo rmans ) , en Ias c u a l e s se d e t e c t a r o n e l e v a d o s va lo res 

de C . I .M . p a r a l a 5 fluorocitosina. 

U N I T E R M O S : C r y p t o c o c c u s ; D r o g a s a n t i f ú n g i c a s ; S u s c e p t i b i l i d a d " i n v i t r o " . 

I N T R O D U C C I Ó N 

L a c r i p t o c o c o s i s es u n a m i c o s i s s i s t ê m i c a 

c u y o agen te e t i o l óg i co es u n a l e v a d u r a c a p s u 

l a d a : e l C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s . E s t a h a s i d o 

r e p e t i d a m e n t e a i s l a d a de l m e d i o a m b i e n t e en 

m u e s t r a s de sue lo c o n t a m i n a d a s c o n e x c r e m e n ­

tos de p a l o m a s 1 3 1 . 

O t r a s espéc ies de C r y p t o c o c c u s , c o n s i d e r a 

d a s h a b i t u a l m e n t e c o m o no p a t ó g e n a s se recu 

p e r a r o n de m u e s t r a s c l í n i c a s y de t ie r ra , c o n t a 

m i n a d a s o no c o n e x c r e m e n t o s de p a l o m a s 3 y 

se h a n s e n a l a d o o c a s i o n a l m e n t e c o m o a g e n t e s 

c a u s a l e s de i n f e c c i o n e s 5 6 . 

E l es túd io a n t i g é n i c o de i p o l i s a c á r i d o c a p s u 

l a r de C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s , p e r m i t i ó s u 

a g r u p a c i ó n en 4 se ro t i pos ; A , B , C y D 2 . E l p a r 

se ro t íp i co A D se c o r r e s p o n d e c o n C r y p t o c o c c u s 

n e o f o r m a n s v a r i e d a d n e o f o r m a n s y e l B C c o n 

l a v a r i e d a d g a t t i i de i m i s m o h o n g o 1 1 1 2 . 

E n t r e I as c a r a c t e r í s t i c a s s a l i e n t e s de es ta ú l 

t i m a f i g u r a n : s u p r e s e n c i a m a y o r i t a r i a en los a is 

l a m i e n t o s c l í n i c o s e n d e t e r m i n a d o s á r e a s de i 

p l a n e t a 4 , l a i m p o s i b i l i d a d , h a s t a e l p resen te , de 

s u r e c u p e r a c i ó n de l m e d i o a m b i e n t e y s u m a y o r 

r e s i s t ê n c i a a los a g e n t e s a n t i f ú n g i c o s , m e n c i o ­

n a d a por a l g u n o s a u t o r e s 1 0 . 

E l p ropós i t o de este t r aba jo es c o m p a r a r l a 

s u s c e p t i b i l i d a d " i n v i t r o " a 5 d r o g a s a n t i f ú n g i ­

c a s de c e p a s de C r y p t o c o c c u s , a i s l a d a s en s u 

g r a n m a y o r í a , en nues t r o m e d i o , en los ú l t i m o s 

5 a n o s . L a f i n a l i d a d p r i n c i p a l es e s t a b l e c e r s i 

e x i s t e d i f e renc ia de s e n s i b i l i d a d a e s t a s d r o g a s 

ent re I a s c e p a s o b t e n i d a s de p a c i e n t e s y a q u e l l a s 

a i s l a d a s de l a n a t u r a l e z a y ver s i a t r a v e s de 

este es túd io se p o d r í a e s t a b l e c e r a l g ú n t ipo de 

c a r a c t e r i z a c i ó n e p i d e m i o l ó g i c a . 

(1) C e n t r o de M i c o l o g í a del D e p a r t a m e n t o de M i c r o b i o l o g í a de l a F a c u l t a d de M e d i c i n a de l a U n i v e r s i d a d de B u e n o s A i r e s . 

P a r a g u a y 2155. P i s o I I . C P . 1421. C a p i t a l F e d e r a l . B u e n o s A i r e s , A r g e n t i n a . 



M A T E R I A L E S Y M É T O D O S 

a) C e p a s e s t u d i á d a s : se e s t u d i a r o n 24 c e p a s 

de l e v a d u r a s de l gêne ro C r y p t o c o c c u s , 22 de 

e l l as pe r tenec ien tes a l a M i c o t e c a de i C e n t r o de 

M i c o l o g í a y 2 e n v i a d a s po r l a D r a . K w o n C h u n g . 

L a s c a r a c t e r í s t i c a s gene ra les de I a s m i s m a s (de-

n o m i n a c i ó n , espéc ie , v a r i e d a d , se ro t i po y o r i gen 

de a i s l a m i e n t o ) se r e s u m e n en l a T a b l a nv 1. 

b) P r e p a r a c i ó n de i i n ó c u l o : se rea l i zo u n re 

p i q u e de Ias c e p a s en t u b o s c o n t e n i e n d o m e d i o 

de a g a r m i e i de S a b o u r a u d y se i n c u b a r o n a 28°C 

du ran te 48 h o r a s . L a s c é l u l a s fue ron s u s p e n d i d a s 

en s o l u c i ó n f i s i o l ó g i c a es tér i l y l l e v a d a s a u n a 

t u rb idez e q u i v a l e n t e a l 0,5 de l a e s c a l a de M a c 

F a r l a n . 

c) Med io de c u l t i v o y p r e p a r a c i ó n de p l a c a s : 

se u t i l i zo a g a r a l 2 % en a g u a d e s t i l a d a a d i c i o 

n a d o de g l u c o s a a l 10%. E s t e m e d i o b a s e se fra 

c i onó en t u b o s de 22x3 c m c o n 17 m l c a d a u n o 

y se es ter i l i zo en a u t o c l a v e . 

P o s t e r i o r m e n t e se co loco en b a h o de a g u a 

a 45°C h a s t a e l m o m e n t o de a g r e g a r el s u p l e 

m e n t o . E s t e ú l t i m o e s t u v o c o m p u e s t o por 2 m l 

de Y e a s t N i t r o g e n B a s e ( D I F C O ) c o n c e n t r a d o 

10 v e c e s (6,7 g en 100 m l de a g u a d e s t i l a d a ) y 

1 m l de l a d i l u c i ó n c o r r e s p o n d i e n t e s de an t i f ún -

g i c o , a m b o s es tér i les . 

L a m e z c l a de l a b a s e y el s u p l e m e n t o se v o l 

có sob re p l a c a s de P e t r i de 10 c m de d i â m e t r o 

y se h o m o g e n e i z o c o n m o v i m i e n t o s ro ta tó r ios . 

T A B L A 1 

C a r a c t e r i s t i c a s gene ra les de I as d i s t i n t a s c e p a s de C r y p t o c o c c u s e s t u d i á d a s 

C E P A E S P É C I E V A R I E D A D O R I G E N D E A I S L A M I E N T O 

M O Y n e o f o r m a n s n e o f o r m a n s L . C . R . 
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R e f e r e n c i a s : 

(*) c e p a s e n v i a d a s por l a D r a . K w o n C h u n g . 

L . C . R . : l í q u i d o cé fa lo r raqu ideo . 



U n a vez s o l i d i f i c a d o el m e d i o se e l i m i n o el a g u a 
de c o n d e n s a c i ó n en es tu fa a 37°C. S e r e a l i z a r o n 
i g u a l m e n t e p l a c a s de con t ro l s i n a n t i f ú n g i c o y 
con po l i e t i l eng l i co l 200. 

d) A n t i f ú n g i c o s u t i l i z a d o s : L o s s o l v e n t e s 
u t i l i z a d o s fueron a g u a d e s t i l a d a p a r a anfoter i -
c i n a B y 5 f l u o r o c i t o s i n a ; po l i e t i l eng l i co l 200 p a 
ra i t r a c o n a z o l y k e t o c o n a z o l y c remofo r p a r a m i -
c o n a z o l . A pa r t i r de Ias s o l u c i o n e s m a d r e se h i -
c ie ron d i l u c i o n e s en p r o g r e s i ó n g e o m é t r i c a de 
Ias d r o g a s en s o l u c i ó n f i s i o l óg i ca es tér i l , desde 
1.000 h a s t a 2 u g / m l , p a r a ob tener en Ias p l a c a s 
c o n c e n t r a c i o n e s f i n a l e s 20 v e c e s m e n o r e s (50 
h a s t a 0,09 u g / m l ) . 

e> I n o c u l a c i ó n de I a s p l a c a s : se u t i l i zo p a r a 
este p ropós i to u n a p a r a t o de i t ipo de i m u l t i r r e 
p i c a d o r de S t e e r s . S e u b i c a r o n 0,3 m l de I a s s u s 
p e n c i o n e s de l e v a d u r a s en c a d a u n a de I a s oque 
d a d e s de l m i s m o . E n p r i m e r l u g a r se i n o c u l a r o n 
los con t ro les y s e g u i d a m e n t e I a s p l a c a s con te 
n i e n d o a n t i f ú n g i c o s , de m e n o r a m a y o r c o n c e n -
t r ac i ón . 

f) L e c t u r a e i n t e r p r e t a t i o n de los r e s u l t a ­
dos : I as p l a c a s i n o c u l a d a s se i n c u b a r o n a 28"C 
d u r a n t e 48 h s y l u e g o se rea l i zo l a l e c t u r a de 
I as m i s m a s . S e c o n s i d e r o c o m o c o n c e n t r a c i ó n 
i n h i b i t o r i a m í n i m a (C. I .M. ) a l a m e n o r c o n c e n ­
t r a c i ó n de a n t i f ú n g i c o que i n h i b i ó el desa r ro l l o 
de l h o n g o . L a s p r u e b a s se r e a l i z a r o n po r d u p l i 
c a d o . 

S i g u i e n d o l o s c r i t é r i o s a d o p t a d o s p o r 
F R O M T L I N G et a l . 8 se o b t u v o l a m e d i a g e o m é 
t r i ca de los d i s t i n t o s g r u p o s y se cons i de ro c o m o 
s i g n i f i c a t i v a u n a d i f e renc ia c u á d r u p l e ent re los 
va lo res ob ten idos . 

R E S U L T A D O S 

L o s r e s u l t a d o s fue ron a g r u p a d o s de l a s i 
gu ien te m a n e r a : 

a) C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s v a r . neo fo r ­
m a n s de m u e s t r a s c l í n i c a s . 

b) C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s v a r . neo fo r ­
m a n s de m a t é r i a s feca les de p a l o m a s . 

c) C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s v a r . g a t t i i , 2 
de e l los a i s l a d o s de m u e s t r a s c l í n i c a s en nues t ro 
m e d i o y 2 e n v i a d o s po r l a D r a . K w o n C h u n g . 

d) C r y p t o c o c c u s a l b i d u s v a r . d i f f l u e n s y 
C r y p t o c o c c u s u n i g u t u l a t t u s a i s l a d o s de l m e d i o 
a m b i e n t e . 

e) C r y p t o c o c c u s a l b i d u s v a r . d i f f l u e n s a i s l a 
do de m u e s t r a c l í n i c a . 

E n l a T a b l a nv 2 se o b s e r v a r a n los va lo res 
o b t e n i d o s c o n l as d i s t i n t a s d r o g a s . 

D I S C U S I Ó N 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s no m u e s t r a n en l a 
m a y o r i a de los c a s o s d i f e renc ias s i g n i f i c a t i v a s 
ent re los va lo res de l a m e d i a g e o m é t r i c a de la 
C . I . M . de Ias 5 d r o g a s en los 4 g r u p o s es tab le 
c i d o s . H a c e e x c e p c i ó n el de los C r y p t o c o c c u s 
s p . (no neo fo rmans ) , que m u e s t r a a l tos va lo res 
de C . I . M . p a r a l a 5 f l uo roc i t os i na , en c o m p a r a 
c i ó n c o n los C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s . L a b i ­
b l i o g r a f i a r e v i s a d a no a p o r t a d a t o s sobre este 
pun to . 

O b s e r v a n d o los va lo res o b t e n i d o s en ot ros 
t r a b a j o s , los n u e s t r o s s o n c o m p a r a b l e s en el c a s o 
de l a an fo te r i c i na B , l a 5 f l uo roc i t os i na y el m i c o 
n a z o l . Q u i z a s a q u e l l o s o b t e n i d o s c o n k e t o c o n a 
zo l e i t r a c o n a z o l se m u e s t r e n u n p o c o m á s e l eva 
dos . E s t a d i f e renc ia p u e d e ser m o t i v a d a po r el 
uso de u n m e d i o de c u l t i v o q u e se c o n s i d e r a me­
n o s a d e c u a d o p a r a el e s t ú d i o de a n t i f ú n g i c o s 
azó l i cos " i n v i t r o " . S i n e m b a r g o r e c u r r i m o s a él 
po r t r a t a r s e de u n m e d i o u n i v e r s a l m e n t e e m -
p l e a d o p a r a I as d e t e r m i n a c i o n e s de l a s e n s i b i -
l i d a d " i n v i t r o " y p o r q u e no a l t e ra los r e s u l t a d o s 
de l a 5 f l uo roc i t os i na y de l a an fo te r i c i na B . 

E l r e s u l t a d o de l a c e p a de C r y p t o c o c c u s a l ­
b i d u s v a r . d i f f l u e n s a i s l a d o de u n a m u e s t r a c l í 
n i c a no fue t o m a d o en c u e n t a po r c a r e c e r de 
s i g n i f i c a c i ó n e s t a d í s t i c a . 

C O N C L U S I O N E S 

E l es túd io de l a s e n s i b i l i d a d " i n v i t r o " a los 
d i s t i n t os a g e n t e s a n t i f ú n g i c o s es t e m a de c o n s 
tan te d i s c u s i ó n . E l p r o c e d i m i e n t o m á s u t i l i z a d o 
p a r a este f in es el de d i l u c i ó n en aga r , que per 
m i t e el es túd io de l a s e n s i b i l i d a d de n u m e r o s a s 
c e p a s s i m u l t a n e a m e n t e . N o s o t r o s h e m o s e leg i ­
do e s t a m e t o d o l o g i a y a que p e r s e g u i m o s u n ob 
j e t i vo e p i d e m i o l ó g i c o a l c o m p a r a r l a s e n s i b i l i ­
d a d a n t i f ú n g i c a de C r y p t o c o c c u s de d i fe rentes 
o r ígenes de a i s l a m i e n t o . 



T A B L A 2 
V a l o r e s de l a m e d i a g e o m é t r i c a de l a s C . I . M . o b t e n i d a s 

(en u g / m l ) 

G r u p o 
N? de 
c e p a s 

I T R A K E T O M I C O A M B 5 F C 

C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s 
v a r . n e o f o r m a n s ( casos 
c l í n i c o s ) . 

7 0,85 
(0,19-1,56) 

3,80 
(1,56-6,25) 

0,31 
(0,10-0,39) 

0,13 
(0,09 0,19) 

0,16 
(0,09 0,39) 

C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s 
v a r . n e o f o r m a n s (med io 
amb ien te ) . 

7 1,56 
(0,78-3,12) 

5,15 
(3,12 12,5) 

0,35 
(0,19-0,78) 

0,11 
(0,09-0,19) 

0,28 
(0,09 0,78) 

C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s 0,65 3,71 0,32 0,19 0,27 
v a r . g a t t i i 4 (0,39 0,78) (3,12 6,25) (0,19-0,39) (0,19-0,19) (0,19-0,39) 

C r y p t o c o c c u s s p . no neofor­ 0,50 3,58 0,54 0,28 > 50,00 
m a n s (med io a m b i e n t e ) 5 (0,19-0,78) (3,12-6,25) (0,39-0,78) (0,09-1,56) (50,0 50,0) 

C r y p t o c o c c u s a l b i d u s 
(caso c l í n i co ) 

1 0,39 6,25 0,39 0,09 > 50,00 

R e f e r e n c i a s : 
I T R A : I t r a c o n a z o l 
K E T O : k e t o c o n a z o l 
M I C O : m i c o n a z o l 
A M B : an fo te r i c i na B 
5 F C : 5 f l uo roc i t os i na 
E n t r e p a r é n t e s i s f i g u r a n los v a l o r e s m á x i m o s y m í n i m o s de C . I . M . o b t e n i d o s c o n c a d a u n a de 
l as d r o g a s . 

E s c o n o c i d o q u e v a r i o s f ac to res p r o v o c a n 
c â m b i o s i m p o r t a n t e s en los r e s u l t a d o s ob ten i ­
dos " i n v i t r o " . S o n e l los el p H , c o n c e n t r a c i ó n 
i ó n i c a y c o m p o s i c i ó n q u í m i c a de l m e d i o u t i l i za ­
do, s o l u b i l i d a d y d i s t r i b u c i ó n de l a d r o g a p r o b a -
d a en este ú l t i m o , l a d e n s i d a d de l i n ó c u l o , l a 
fase en que se e n c u e n t r a el h o n g o que lo con fo r 
m a y e l t i e m p o y t e m p e r a t u r a de i n c u b a c i ó n . 

N o o b s t a n t e los es fuerzos r e a l i z a d o s po r m u -
c h o s l abo ra tó r i os , los r e s u l t a d o s no s o n c o i n c i 
den tes ent re s i 9 . E s m e n e s t e r l a b ú s q u e d a de u n a 
m e t o d o l o g i a s e n c i l l a q u e p e r m i t a ob tener r esu l 
t ados s i g n i f i c a t i v o s d e s d e p u n t o de v i s t a c l í n i c o 
y de fác i l e j e c u c i ó n por los l abo ra tó r i os de m e n o r 
c o m p l e j i d a d . 

T e n i e n d o en c u e n t a l a m e t o d o l o g i a u t i l i z a d a 
p a r a el e s t ú d i o de l a s e n s i b i l i d a d " i n v i t r o " de 
las c e p a s de C r y p t o c o c c u s a d i s t i n t o s an t i f ún ­
g i cos , p o d e m o s c o n c l u i r lo s i g u i e n t e : 

1 — N o h u b o d i f e renc ias en l a s e n s i b i l i d a d 
" i n v i t r o " en t re a m b a s v a r i e d a d e s de C r y p t o ­
c o c c u s n e o f o r m a n s . 

2 — N o se c o m p r o b a r o n s u s c e p t i b i l i d a d e s 
s i g n i f i c a t i v a m e n t e d i s t i n t a s ent re Ias c e p a s de 
C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s v a r i e d a d n e o f o r ­
m a n s a i s l a d o s de c a s o s c l í n i c o s y de l a n a t u 
r a l e z a . 

3 — L a s c e p a s de C r y p t o c o c c u s s p . (no neo 
f o r m a n s ) r e c u p e r a d a s de l m e d i o a m b i e n t e as í 
c o m o u n a de C r y p t o c o c c u s a l b i d u s v a r . d i f ­
f l u e n s a i s l a d a de u n a p a c i e n t e e x h i b i e r o n v a l o 
res m á s e l e v a d o s de C . I . M . p a r a l a 5 f l uo roc i 
t o s i n a . 

S U M M A R Y 

" I N V I T R O " S U S C E P T I B I L I T Y O F C R Y P T O ­
C O C C U S S T R A I N S T O 5 A N T I F U N G A L D R U G S . 

A c o m p a r a t i v e s t u d y of the " i n v i t r o " s u s c e p ¬ 
t ib i l i t y of 24 C r y p t o c o c c u s s t r a i n s to 5 a n t i f u n g a l 



d r u g s ( a m p h o t e r i c i n B , 5 fluorocytosine, m i c o n a ­

zo le , i t r a c o n a z o l e a n d k e t o c o n a z o l e ) , w a s c a r r i e d 

out. 

T h e s e s t r a i n s we re g r o u p e o a c c o r d i n g to 

spec ies , var ie t ies a n d iso la t ion 's o r ig ins . T h e m in i ­

m u m i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n (M. I .C . ) w a s de­

t e r m i n a t e d b y the a g a r d i l u t i o n t e c h n i q u e i n 

y e a s t n i t r o g e n b a s e a g a r w i t h d e x t r o s e . T h e 

m e a n g e o m e t r i c a l of the M. I .C . v a l u e s of e a c h 

g r o u p w a s c o m p a r e d w i t h the o thers . 

T h e resu l ts ob ta ined were homogeneous w i th 

the o n l y e x c e p t i o n of the " n o n n e o f o r m a n s " 

s t r a i n s , i n w h i c h , h i g h e r M . I .C . to 5 f l uo rocy to ­

s ine v a l u e s were de tec ted . 
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