REV CUBANA MED TROP 1999;51(1):55-7

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI"

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
de fluconazol frente aCryptococcus neoformans

Lic. Carlos M. Fernandez Andréuic. Tamara Pimentel TurinbDr. Gerardo Martinez Machfry Lic. Mario Gonzalez
Miranda®

RESUMEN

Se determiné la concentracion minima inhibitoria de fluconazol en 36 cep@sygeococcus neoformangr. neoformans

mediante un micrométodo de dilucién en caldo casitona teniendo en cuenta que es uno de los antifingicos de mayor uso en
nuestro pais para el tratamiento de la meningitis criptocésica, segunda micosis oportunista en orden de frecuencia glfa de mas
letalidad en los pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida). La concentracién minima inhibitoripade las ce
estudiadas oscil6 en un rango de 0,125 hasta méas dg/@l, para una media geométrica de 2i88mL; el 50 % de las cepas

fue inhibido con 4pg/mL y la menor concentracion que inhibié el 90 % fue deudBnL. Se sefiala la importancia de continuar

este tipo de estudiom vitro para la deteccion de la aparicion de resistencideeoformansa los antifingicos.

Descriptores DeCS: FLUCONAZOL/analisis; CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/aislamiento & purificacion; TESTS DE
SENSIBILIDAD MICROBIANA.

El interés por las pruebas de sensibilidagitro de La criptococosis es una de las infecciones opor-
los agentesrdifangicos haumentado en los Ultimos afios  tunistas mas frecuentes en Cuba, se ha convertido en
debido aincremento del nimero de cepas resistentes y da segunda micosis de importancia en orden de fre-
la disponibilidad de nuevos agentesimicéticos. Estas  cuencia y es la primera causa de letalidad entre las
pruebas permiten obtener datos confiables para orientaenfermedades causadas por hongos en los pacientes
la terapia adecuada que se debe seguir en las nti¢osis.infectados por el virus de la inmunodeficiencia huma-

El desarrollo de los derivados triazélicos es un he-na’® Teniendo en cuenta la importancia concedida a
cho relativamente reciente y representa un avance signitos estudios de sensibilidaish vitro a los antimi-
ficativo en el tratamiento de enfermedades producidascéticos, al auge de la utilizacién del fluconazol en es-
por hongos. Dentro de este grupo de novedosos y tos pacientes y al aumento de casos de criptococosis
prometedores antimicéticos, el fluconazol ha sido unoen los Ultimos afios, el presente estudigpemone
de los mas reconocidos por la facilidad para atravesadeterminar las concentracies minimas inhibitorias
la barrera hematoencefalica y es, en la actualidad, una dgCMI) de fluconazol frente a aislamientos clinicos de
las drogas de eleccion para el tratamiento de laCryptococcus neoformansgente causal de la cripto-
criptococosis del sistema nervioso centfal. COoCosis.
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METODOS 14
12
Se realiz6 la determinacion de la CMI de fluconazol
en 36 cepas dé. neoformanwar. neoformansisladas ~10
de pacientes cubanos mediante un micrométodo de diIu-?} 8
cién en caldo casitorfd.De cada una de las cepas sem- =
bradas en agar Sabouraud se preparé una suspension dg 6
alrededor de 1-5 x2@élulas/mL que correspondi6 conel 2 4
patron 0,5 de la escala de McFarland. De esta suspension™
se tomaron 5QL y se afiadieron a un tubo que contenia
5mL de caldo casitona (pH 6,6). A partir de una solucion 0 —1
"madre' de fluconazol (Diflucan, Pfizer) de 2 mg/mL se
prepar6 una dilucion de 1 280 pg/mL (ambas en agu
destilada) y fue distribuida esta ultima en los pocillos
correspondientes a la columna 2|{2¢pocillo) de placas
de microtitulacion de fondo plano y se hicieron dilucio-
nes dokes seriadas en agua destilada hasta la colum- 1207
na 11. La suspension de levaduras se afiadié a razon de 100 o
180pL/pocillo desde la columna 2 hastala 12, la columna 1 —
quedd como control de medio de cultivo sin inocular y la
columna 12 como control de crecimiento dinga. De
esta forma el volumen final de cada pocillo fu@@euL y
la concentracion final de la droga fue degdmL y la
inicial 0,125 pg/mL (columna 2 hasta la 11, respectiva- s
mente). Las placas fueron incubadas en camara himedaa , |
37 °C durante 48 h. La lectura se realizé en un |_| HHH
espectrofotometro Titertek Multiskan7 Plus a 492 nm. Se 0
definid la CMI como la menor concentracion de fluconazol 0125 025 05 1 CM2| (ug,fnL) § 16 32 b4 >64
gue inhibi6 el 80 % del crecimiento en comparacién con
el control®® Como control de calidad se utilizo la cepa Fig. 2. Porcentajes acumulativos de los valores de concentracion

d:ig. 1. Numero de cepas inhibidas por las diferentes concentraciones
de fluconazol.
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Candida parapsilosisTCC 22019. minima inhibitoria (CMI) de fluconazol frente a las 36 cepas
estudiadas.
RESULTADOS los obtenidos previamente para estas mismas cepas

frente a la anfotericina Bse observa que la media

La figura 1 muestra eI. pumero de cepas i”hibi_dasgeométrica para esta droga fue de U@ANL y el
frente a cada concentracion de fluconazol (CMI); el rango de 0,125-2ug/mL, muy inferiores a los del

rango de valores de CMbeenido fue de 0,125 hasta fyconazol y no fue erantrada ninguna cepa resistente
mas de 64mg/mL, mientras que la media geometrica 5 dicho polieno. Esto era de esperar si se considera que
fue de 2,3ig/mL. La concentracion dep/mL fue la 5o diferentes los mecanismos de accion de los polienos

que inhibi6 la mayor cantidad de cepas (12 cepas, 33,3 %), |os azoles, y por tanto son también diferentes los meca-
Los porcentajes acumulativos de cepas inhibidas por lasismos de resistencia a éstos.

diferentes concentraciones de la droga se muestran enla gEn una evaluacion multicéntrica realizada Banati
figura 2. EI' 50 % de las cepas, fue inhibido con 4 pg/mLy otros en 1996; se observé que las CMIs de las 53 cepas
(CMI,) y la menor concentracion, que inhibio el 90 % de estudiadas d€. neoformanson el método descrito por
las cepas fue de 16 pg/m (CliLa maxima concentra- el documento M27-P (NCCLS) se manifestaron en un ran-
cion utilizada (64 pg/mL) logro inhibir el 97,2 % de las go de 0,5-8ug/mL. En ese estudio, 56,6 % de las cepas
cepas ya que 1 cepa fue resistente a dicha concentraciofue inhibido con 4ug/mL y 15 % con @mg/mL, superio-
res alos valores de 33,3y 11,1 %; respectivamente, halla-
3 dos por nosotros. AnteéSasadevaly otros habian mos-
DISCUSION trado su preocupaciéon por el aumento de las CMIs de
fluconazol frente &€. neoformanyg sugirieron la posibi-
Los valores de CMI del fluconazol obtenidos en el lidad de la aparicion de resisten&gs valores a los que
presente trabajo se distribuyen en un amplio rangose refiere su estudio son de d§/mL, a diferencia del
desde 0,125 hasta méas de |6@/mL, con una media nuestro donde se encontraron altos valores de CMI, in-
geomeétrica de 2,38)/mL. Al comparar estos valores con cluso una cepa con CMI mayor quepg#mL. Estos re-
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sultados llaman la atencién sobre la necesidad de conti- 2. Torres Rodriguez JM, Madrenys N, Jiménez J, Saballs P.

nuar estos estudios para detectar el probable incremento S%r(‘:%e’:;?_i'}’n”;?co“;'”'{T_‘I?‘Sa'r:‘:éb"?l”%s_ cdri *eé"ti(élgadsea
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en los valores de,CMI y la:aparicion de cepas reS|§t§ntes dilucion estadarizado y el E-test. Rev Iberoam Micol

al fluconazol debido al aumento de su uso en los Ultimos  1997;14:115-8.

afos como profilactico y en la terapia de mantenimiento 3. Kauffman CA. Role of azoles intdungal therapy. Clin Infect

dirigida a la meningitis causada ihmeoformang otras Dis 1996;22(5Udpp' 2)15148-53-| . y i
micosis en pacientes con sida. 4. Horst CM van der, Saag MS, Cloud GA, Hamill RJ, Graybi

L. . L JR, Sobel JD, et al. Treatment of cryptococcal meningitis
Aunque han existido diversos criterios sobre el va-  associatedwith the acquired immunodeficiency syndrome. N

lor limite a partir del cual una cepa se debe considerar Engl J Med 1997;337:15-21.
resistente, recientemente, después de multiples trabajos5. Arteaga Hernandez E, Capé de Paz V, Pérez Fernandez-
colaborativos, se ha Ilegado a un consenso sobre los Terdn ML. Micosis oportunistas invasivas en el SIDA. Un
.. . . . estudio de 211 autopsias. Rev Iberoam Micol 1998;15(1):33-5.
criterios de resistencia d@andlda'spp.frente al 6. Drouhet E, Dupont B, Improvisi L, Viviani MA, Totorano
fluconazol} segun los cuales se considera una cepa sen- am. Disc agar diffusion and microplate automatized
sible cuando su CMI es menor o igual queBnL; sen- technics for in vitro evaluation of antifungal agents on
sible dosis dependiente cuando los valores de CM| es- Yeast and sporulated pathogenic fungi. En: Iwata K,

. . Bossche H van den, eds. In vitro and in vivo evaluation
tan entre 16 y 3pg/mL, y resistente cuando la CMI es of antifungal agents Amsterdam: Elsevier Science,

mayor o igual que 64g/mL. Sin embargo, ha sido sefia- 1986:31-49.
lado que no resulta adecuado extrapolar estos criterios a. Fernandez Andreu CM, Gonzalez Miranda M, llinait
otros géneros de hongos diferentesCi#adida.Datos Zaragozi MT, Martinez Machin G. Determinacion de la

mas recientes han demostrado que éstos pudieran ser concentracién minima inhibitoria de anfotericina B frente
licad aC Hi | 3 a levaduras de interés médico. Rev Cubana Med Trop
aplicados ryptococcuse Histop asma aunque to- 1998:50(1):48-53.

davia se requieren mas aportes en este sentido, por 10g. National Committee for Clinical Laboratory Standards
que se debe continuar trabajando en este campo por par- (NCCLS). Reference method for broth dilution
te de los principales grupos en el mundo que abordan at”“fdu”ga'NSCUCngp(;ib”“y “:S’\tﬂig? A0f|sy§§StlsiL;6a2p3%r%\é%d

. " standard. ocumen - - -328-
esta importante tematica. 0). NCCLS, 940 West Valle y Road, Suite 1400, Wayne,

Pennsylvania 19087. 1987.
9. Rodero LL, Davel GO, Vivot W, Canteros CE, Fernandez C.
SUMMARY Pruebas de sensibilidad in vitro para levaduras: evaluacion de
un micrométodo. Rev Argent Micol 1995;27:81-9.

The minimum inhibitory concentration of fluconozole was 10. Bossche H van den. Mechanisms of antifungal resistance. Rev

determined in 36 strains o€ryptococcus neoformansar. Iberoam Micol 1997;14:44-9.
neoformansby a casitone broth microdilution method, taking 11.Sanati H, Messer SA, Pfaller M, Witt M, Larsen R, Espinel-
into account that it is one of the most used antifungal agents in Ingroff A, et al. Multicenter evaluation of broth
our country for the treatment of cryptococcal meningitis, the microdilution method for susceptibility testing of
second opportunistic mycosis in order of frequency and that with Cryptococcus neoformans against fluconazole. J Clin
the highest lethality among AIDS patients. The minimum Microbiol 1996;34:1280-2.
inhibitory concentration of the studied strains ranged 0.125 to 12. Casadevall A, Apitzer ED, Webb D, Rinaldi MG.
more than 64pg/mL for a geometrical mean of 2.38g/mL. Susceptibilities of serial Cryptococcus neoformans isolates
50 % of the strains were inhibited with fig/mL and the least from patients with recurrent cryptococcal meningitis to
concentration that inhibited 90 % was l6/mL. It is stressed the amphotericin B and fluconazole. Antimicrob Agents
importance of continuing this type afi vitro studies to detect the Chemother 1993;37:1383-6. )
appereance of resistance ©f neoformango antifungal agents. 13. Rex JH, Pfaller MA, Calgiani JN, Bartlett MS, Espinel-
Ingroff A, Ghannoum MA, et al. Development of
Subject headings:FLUCONAZOLE/analysis; CRYPTOCOCCUS inte_rpretative breakpoints for antifungal_susc_epti_bilit_y
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