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LA ACCION DE LA 5-FLUOR-CITOSINA SOBRE LAS LEVADURAS

ENDOSAPROFITAS 'Y EL AISLAMIENTO DE LOS HONGOS PATOGENOS.

por Leonor Corrillo®
Trabajo de Adsoripeién a la Chtedra de iicolojia y Paragitolosis,
Faoultad de Cienoias xaotas, Univaroidad Facional ds La Flatae

I.- INTRODUCCION

Log objedivon-dsl promente trabajo song

a) Conoter la sensibilidad o la S-fluorecitosina de un contenar
de capas de levaduras endosaprSfitas aislndas de esputo y otron materiales
rolaocionadons

b) Comprobar la eficacia de la 5=fluomoitosina para inhibir el
orcoimiento de cses levadurass iursnte el aislamiento de los hongos pat8gow

nos sin afectar a satos §ltinos.

AR T SR )

°) Dootera on Ciencies Quimicas (orientaoiSn bioldsica)
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II.- REVISION BIBLIOGRAFICA

cew Tos8 honsos pa té&’&i nog

Con ol t8rnino 'patfzenc® designamos agul 21 hon-o ouyo aislamiene
to a partir del amnterial clfnico ya indica enfemedad, por ejemplo Histoplasw
canaulatum, Coocidioid nnitin , Paracocoidioides brasiliensis. Estos
hongzos tienen una morfolozfa parasitaria diferente a la saprifita. Cultivge

don sobre el nedio de Sabouraud a 28°C tonan la forma filamentosa, poro es
posible obtener in vitro la forma pardsita sembdrdndolos eobre los medios rie
coo on protefnas y a 37°C. £1 hongo puede pasar de una a otra foras modifi-
cando 1a tenperaturs ¥ la composiociln del medic de cultivoes?:40

Todoo los hongzoas patdgenve corecen factlumente sobre ol modio de Sow
bouraud. log otros medios,; talem como el de Sabouraud com gansre 0 6l agay
con infuoiln de cerebro y corasdn, no son indispensables para ol aislamtento
pero pueien contridtudr al miemo.

Para sembrar los csputos susle ompldarse un agente muoolitico que
peraita conoentrar los elementos f£dnzioos, $al como ol ditiotreitol al o,1§°
0 1a Feaootilel ~o3ntefna’l los que no afeotan ol oreoimiento normal de los
hongos. las puntancias antidaoterianse, tales como ol cloranfentiool (16 }m/
ml) ¥ la zontumioina (5 ng/nl), favorsoen ¢l aislamiento por 1a inhidicidn
dsl oracimiento de las bacterims que sueled: astar presentes en lis miestras

de eomtg? la cioloheximida (0,5 mz/ml) impide el desarrollc de muohos mohoo
ocuyos espores se hallan sn el aire de las haliltaciones y suelen contaminar
acoidontalucnte los materinles, pero puede alterar levemente la aparicnois
niorogedpién de las ocolonias de los 'patﬁ;:enoms L

El aiolamiento de los hongos patlgenos suole sor difioultoso por
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2} desarrolle de las levaduras endosaprifitas. Hapilon y colabomdoreszge-
mostraron que, sobre el medio de Sabouraud, dies colonias de Candida albiw
osna fasron suficientes para impedir el desarrollo deo unas 50,000 elementos
potenoialmonte viables de He capsulatum, debido m la dieninuoién del pH,
Tanbifén e} Pybrosiliensig os muy sensidle a la soides, aspecialmente en la
forma lavadumf SPor e5t0, ouando se intenta aislar hongos patégenocs de las
muoatras que contienen levaduras sndosaprifitan, conviene utilizar medios
pobres en -ldoidos.

£l medio de Smith que contiens 0,1% de extrnoto de levadura cono
dnica fuonte nutritive, fud empleado por Umlecznyskl y oolahoradore: zpam el
aislaniento del Cs Ainmitis, por Conti Dﬁn} lpara el del Hecapsulatum y por
Reptrepo ¥ coms4p9am ol de) Dy brasiliensigs Lete medio favorece la 8spow
rulaoidn de la forma filamentosa, pere disminuye la velocidad dé orecimiento.

arrieon ¥y Gordngeamu loa medios de cultive con 250 ,ng de Se=fluone
oitosina por ml, para ol aislaniento dedl He gapsulatum agregado experimentale

mente a los esputos contaminados con levaduras endosaprdfitas y mohos omdene

tales resistenten a la ciolohaxinmidam,.

Do 1o levaduras en los materiales oli{nicog

Con el término levadures e designa a un ~rupo heteroséneo ds hone
~o8 en los cuales predorninas la forma unicelular. los limites de este zrupo son
vams ¥ estén sujetos a deoisiones mis o menoa arbitrarianss Comprende unas

350 espeoies azrupnden en 39 8neros correspondientes a los Heninsconmycetes,

Hoterobasidiomyootes y Deutsronycetss, ¥y se distinzuen mis por los carsoterecs

0
fisiol8ricos qua gor los mor!.’ol&gicos.3
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fntre lne olaves y tablas para la identificancidn de las levaduraes
se destaca la obra de lodder y Kreger - van ma((wsz)‘.3 zﬂantrwhor en’ 196737
publiod un estudio taxondmico del género Candida.
A oontinuecién danos la frooucncia de las anpociens ds levadr s
prasentes en la cavidad oral, secréciones bronguiales y esputos, sezin die

versos autdoron.

HATSRIALES Seorcoiones bronguiales
1% do CuEPAS 16 29
BSPECIES

Candida albioens 87,64 62 &
Ce suillicrmondii G2 "

S _saavolons b2 ®

Lo _tropicalis T "
jeotriohum condd 13,8"
Hisoeldnes 17,2%

Kolar 27  Alteras y Stam’
1958 1969

RIFERIHCIAS



RATOHIALES
RS CEPAD
apetico
Candido albicans

Ce catenulnta
Cy_guilliermondil

Ce hunicolsa

Ce _intormodin

Ce krugo

Ca _macedoniensig
Ce mosentérica

Ce mnonosa

Cs nycodarna
Ce_paranailosig

Ce _pmendotronioalls
Co_stollatoiden
Ce tropioaiis
Torulonetis candida
Te Zlabrata
Te_inconspious
logtriohum Bpe
‘Je_candidum
hodotoruls epe
Re_muoilasinona

Rs palcharring

fis rabra
Miscelinea

Reoferencias

e '7 —
Cavidad oral

249 309 69 117

18,4 4 3552 % 36,63 61,5%

004 #
B2d 427
046 %
2,9 % 2,8 %

244 % 138 % 8,53% 1,7 %
0,8 %
0,6 %
0,6 %
0,8 &
1,3 4 442 %
2,0 % 19s5 8 8,5 %

1,95 28%
32 % 1565 1,7%
235 2,8 %
120 % 3423 5,6 %
245 % 2,4 %
13 %
10,0 5 596 &
0,9 &
13 %
1,3 %
0,6 % 1,4 %
29,9 %
Dudéz y
Jorgensen 197

1972

70

74,4 &

104 %

1,4 %

SeT #

17,1 %

47

83,0 &

1425 £

4925 %

Ge38 4

2,12

Kurnatowska 196931 moohtﬁm ¥ Buluk Tomiltone

1iler
1972 21



HATRATALES
¥* do CZPAS 66
E3PCIES

Candida albicans 11,25
Se bramptid
Ce suilliermondif
G kruset 4y6 ®
Cs parapsilosis
Es pseudotronicalia
Ca gt dea 1046%
Ca tronionlis 4,6 ®
L. goylanoides
Toru ziab
Sgcohavonyceg corevisise
Hisoeldnesn

ten y 24

ROPERSMCIAS oolaeborad,
1567

Enputon
42 5

42,9% 41425

142" 15,71

4249% 431"

Lucien 134

colaboradores

1972

3 36

145 69,6%
YT *

245 "

1,3 "

046 *

0,6 ®

6,6 "
12,9"

14,5°

245 "

1,6
Boutiauous Haniltone

¥ longobardi Hillep

1956 1972

21
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O 13 S-fluom-oltoning

la S-fluoroitosing {5-F0) ¢a un polvo oristalino, blanco, com un
PR = 129,41 , poco soluble en agus y muy soluble en alochol. Lste antimata-
bolito e3 inoouo pare las cflulag hunmanas y tiene acoidn entiffnglos sobre
slgunas levaduras y mohos, poro no frente a olertos potScenss comdo el He oope
galntun 7 ol Blagtonyoes dormatitidif 'ld 5-FC sntra en la oflula por via de
la oitosina -~ permeszs y lusso es transformada en S«flnor-uracilo por la cle
tosina - doaminasas #1 S-fluor-uracilo ss incorporado al £oido ridonuoleioco
donde veemplasa al 20 a 40 ¥ del uraoile, para dar un ARN freudulento que
afectn la sintesis de gmte!naef b

1a 5+PC ful empleada con S#ito en el tmatemiento do las candidimais

28 23,52 51,12
pulmonsr, diaani.nadg y urinaria; también en las mfeacionun eauaadaa por Tow

18,47

5Ty
ralopsis zlabra , mg&ocgug n&t‘omn, cladoemri_u_ .?.2 , Ph&nloghom
38,445

podrosoi y ggarggllus fumi 1ug., La doois terapeution utilizada es de 150 nmg/

ke/ dfa, adminintrads en cuatro veces, por via oral durante varias semanas o

mosens la S5-FC es detcotada en sl cuoro & loa 30 minutos de su ingestidn, aloan

zando la mayor concentracién ( S0 & 75 /lﬁ/ml) entre lasm 4 y 6 hovas despuds,

En o1 1fquide o&falowraquideo los niveles son ol 60 & 80 £ de loa hallados sie

wltfneanente en ol cuero. Durante un perfodo de 24 horas sizulents a la ine

gontién do la drogay 56 olimina sl 907 con la orina, pers no se la encuenira

en lag hoveds 26,17,22
lac tSonicas oupleadas cn la deterninacién de la sensibilidad *in

vitro' a la 5-FC varfen en la conposioidn de los medios do oultivoy ol tamafio

do) indocule, el perfodo y 1o tesmperatura de incubacifn, couo ee indica en

eusdro sisuiento.
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£7P.LCL4S Node GEPAS Conoentracidn
total sensibles inhibitoria
5.FC Sng/ml)

Crs _neofornans 18 14 £ 3,9

3 > 1,000
3acch, cargvipise 0403
C. albicand 6 3 € 3,9

3 > 1.000
Cre_neoformang 6 3 £ 12,5

3 ¢ 50
Sacch. oorevisias 1} 0439

et
Cre nooformans 6 3 4 100

2 400

1 2,000
Sacch, cerovisiae 1 100
Cr. necformang 6 6 € 3,9
7, slabrata 35 32 £ 042
(1) shadony o 1969

36
(2) "arks, Steor y blokhoff , 1970

HETODO de DILUCION
on tudo

medio base nitrogenndo+/
l-paparagina + glucosa
indoule: 5x10°células/ml
de medlo de culdtivo
incubacidng 48 hs a 37°C

calde con hidrolisado de
casefina + slucosa + pane
totonato Ca 4+ biotina

pﬂ 6’5 i

indoulo o inoulacidéni cow
mo ol antarior

caldo do carne OON OXLIACe
to de levadura (medio de
Orave y Randall)

infculo & inoubaocildn: Cow
mo el anterior

snero hunano normal
infoculo & incubaocidn: cow
mo el antarior

nedio base nitrogoneds +
l-asparazing + glucosa
indoulos cultive de 24 he
dilufdo . -3

inoudeoidfs 4%he & 374C
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E3PBCIES Node L0PAY Concentracidn YRTONO de NINLUCION
total sensilles inhibitoria oh tubn
5=pg { /ns/ml)
(3) Cu aldicans 20 8 2 62,45 redio base nitrozenado
36 9 R 5 + ?-aaparagim + gluoons
Ts glabrata 62, indoulos cultivo de 24 he
dilufdo m"}

incubacidnt 48 he a 37°C

(4) 8. _albicang 25 23 41,95 medio, infoulo e incubpw
oién: como ol antorior
2. _zlabrata 47 39 £ 1,95
Candida spne 11 9 & 1,95
Ere neoformans 3 2 0,48
1 39
1 18
Asperillug ens 7 3 % 3,9
) é 12 medios como e} anterior
(5) L2 tropicalis 3 10 3 incubaecidn: 24 hs a 30°C
Cs_albloong 57 33 £ 12,5
Ce_pavapsiloglgy 13 4 % 1245
Candidn sno. 31 5] & 12,5 inoutecidn: 24 ho a 30°C
12 > 100
Candidn snpe 21 52 & 12,5 insubacisns 48 hs = 30°C
37 > 100
35
(3) tarks y tiokhoff , 1971 -

{4) Steer , “arks , Klits y Cickhoff , 1972
55
(5) shadomy , Kirchoff & Ingroff , 1973
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3P 0108 Nede CEPAS Conoentracién HETODO da DILUCION
total ensibles inhibitoria en tubo
S=FC (}ls/ml)
(6) £s slbioans 529 24 231
Co tropioalise 54 3 2= 31
Te Zlabrate 153 1 2 31
(7) Boccidioidss innitis > 500 medio oon zluocosa,
acetato da amonio y
sales
g P
(8) digtopleoma capsulstus 100 fedlio de Sabouraud
{ncudbaocidn: 5 dfas
Blaotonydes dermatitidis 25
Cqocidioidag inmitis 100
Lporothrix spe 100
Histoolaoma duboipil 100
Cre_negformana 0,09
Cephalonsorium sppe 12,5 = 100
Yoot richus candi 6425
Nu corynb 100
Abgidia gtalim’ 100
Yadurolle myogtont 100
Fh;alog{;og yorrusonsn 0’78 - 12,5
Phialo 0 0 3412 = 25
Clados rrion 6425 =» 25
Cladonnoriun trichoidsn 3sl2
Cladd werneck 100

{6) Speller y Davies 197 2 {(7) tones , 1970 -3-3(8) Drouhet , 197316
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SP.UCLES #9de CLPAS Conoentracidn
total senpibles inhibitopria

550 gxg/mz)

(8) isperzillus fumimtus 6925 = 100
Agpervillung nidul 12,5 = 100
Anperiillus flavus 100
Ce _albicans 0,09 = 3,12
C._tropitalic 3512 = 6,425
Ce parapsiloaly 0,09 = 3,12

(9) Co albicana 413 ST é 0,25
175 61
57 €3
18 & 50
16 > 100
I, abrats 58 1 & 0,25
16 é1
27 £5
10 = 100
8 & 50
Sandida _opne T 6 €3
1 & 100
Jeotrichws sge 1 0125

(8) Drouhet , 1973 *° .
(9) Hamilton Hiller y 1972

HLTOL0 de DILUCION

aa.dnko

medio de "“shourand
inoudacidns 45 ha

medio de Sabouraud
incubsoién: 24 hg

en_placa

nedio de #iokerham

indoulos 0,02 ml de cultive
ds 24ha

inonbacidns 43 he & 37°C
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TIPZOIES ¥%doe CEPAS Concentracidn
total aensibles inhibitoria

5~7¢ {pg/al)

(9) Saochayomyces 4 3 &8
gorevisiae 2 > 100
(10) g nlbicang 135 123 & 25,6
3 & 302
6 & 1,638
Condida eppe a8 RN & 25,6
1 & 102
11 & 1,638
Iy ciobrate 50 47 < 25,6
3 £ 14638
(21) g _nlbicang 0 3 50
4 100
= 100
Ce_alblcang 10 3 500
9 S 500

21
(9) Iailton Mller , 1972

. 52
(10) Schdnevook y &nséan , 1973
{11) Pavies y Savaze , 1974 13

ASTON0 de “ILUCION
en placa

n0d80 do Wickerham

inSculos 0,02 a} ds

oultivo de 24 hs,
incubaoidns 48 hs & 37°C

nodio de Wiockerham
inéoulos 0,05 ml de
suspensidn iig, turbia
de ocultivo do 48 he
inoubacidéns 7 dfas a 37°C

modio de Flokorbam al é
indoulo: 5x10"blestos-
poron

inoubacilni 6 dfes s 379

modio o inoubaoidnt como
el cntorior 6
in8culo: 5 x 10" blaston
poroa
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ESPECIEY Nede CLPAS Concentraoidn  METODO de DILUCION
total sensidleo inhibitoria en plaoca
GuFC 9=;r./m1)
(11) ¢, aldioans 10 8 50 :;gar con 50% de snero
umane
2 > 100 {noubaoisn: 6 dfan & 37°C
indoulos blagtos.
ran 5210°
4 g
€, aldicens 10 3 50 modio o inoubsnidn: aoano
el anterior 6.
Y > 100 indoulos 5 x 10" Victose
poOTOG
Cs_albicans 10 S 100 medio e inoubaoiént como

8l anterior 3
indculos S5 x 107 bBlaston.

poros
Cs_albicans 10 6 500 azay con 508 de orins
mouhaoib;slé dfan a 37°C
A » 1000 indcules 5 x 105 blagtos
poros
g, albican 10 S 1,000 modio e inoubtaciléns oomo

el antarior 6
indculo: 9 = 10" blastospo~
ros

13
(11) paviea y Savaze 1974



o 16 o
Yariogs autores comprobaron 1la correlacila entre los métodos de
difausidn y diluoién (en tubo o placa), y recomendaron el uso de los discos
con 5FC en la prdctica almiu.52'35'6
sohdnabaeck y znnéht?%ansm dos tipos de reaistencia. a la Swt'l,
Las lovaduras gque presentan ol tipo A no son afectadas por concentraciones
de 1.638 /aalml, ¥ dentro de loo 3 dfas dan oolonias de temsilo 1-ual a las
de 1a placa controls Las levadurss que tienen el tipo do resistenoia B, con
frecusnois, son inhididas por concentraciones muy dajas de SFO, poro o low
7 4fas orocen en presencia de¢ concentraciones varias veces mayorsa quo las
toloradaa o los 3 dfuse tre las especios de Candidy predomina la resistene
pta dol tipo B, wientras que la T, glabrata tiene sdlo rosistoncis del tipo A.
Diversos invostimdoras obeervaron la aparicifs de resistencia
a la 5«7C on las copas de C.nlbicans y Crensoformang aislades duzente ¢ dese
puds del tratanionto, lo que domudntra la necenided de una pruebe do senaie

Ty13
bilidad previa & la terapies
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III.- MATERIALES

sew Coprg de honros patémenon

Las cepes de Parscocoldioides bragiliensis (5) e Hiatoolasma cape
sulptun {3) fuoeron provistas por la Profesora Me De Ve de ¥olar, gquien las

hadtia aislado de omsos humanose
ta coos do Cocoldioides inmitis provenfa dol oceparic do 1a CA%edra
de icolozis A8dica o Industrial de la "acultad ds Cicncias Veterinarias{is

BelePe)

bew Capan de honcos ondosapr8fiton

les levaduras fueron sisladas de 86 muestras de osmputo, 14 do see
cfeciones bronquiales y 4 de hisopado de fances, en el Imstitato B1614zice
de la Plata.

Gome Sufl elt

La droza fud provisin por Productos focho Tuds

IV.~ METODOS

low AISLASILETO UE LAS L .VADJ2AS

“embranos las muestras do espato, aspimoidn dbronquiel, l{quide de
lavado bronquial o hisopado, de fauces sobre ol medio dé¢ Sabouraud, al qxia
praviamentes a-re’asos 0,1 ml da una soluciln do kanamicina al 1% por tubo, y

colocamos unos tubos a 28°C y otros a 37°C,
Sembranos por srotaniento todas las cepans obtenidas en ol primocule

tivo, haoiendo estrfos sobre una placa del medio de Sabouraud, y las incuba
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mos & 28°C durcnte 1 a ) dfas, Repicanos sobre el medio de Sabourand $odas
los colonias que diferfen en sgu morfolosla macro y miscroscsplon,

2ew IDENTIFICACION DE LAS LIVADURAS

Aee fotudio de las caracterfetican morfolliicas.

Gew Formecifn de tados ssrminstivost Suspondimoe ol contenido de
an ana capgeds ¢on un caltive de 2 dfas oobre el medio 1fquido do Sabourvaud,

en 1 @l de cnldo » suero y lo dojames a 37°C durante 3 hoe

by Produceidn de clenmidomporos: mp'lema un aedio que contenis
almidén (2%), tioslicolato do sodio (0,01%), tween 80 {1%), azar (1,53) ¥
tierra de jardfn (0,24)e Dejanon 1as plaoas a 78°0 durants 20 a 24 hs pare
petar la suparficie. Sembranos lasm cepas haciendo une estrfa profunda y las
colocanon & 28°C durants 2 & 7 afass

Cew Soparrollo del puoudomicolios Cultivamcs lag cepas sobre un mow
dio quo contenfs fScula de papas (2%), clucosa (18) y azar (1,5£), 7 lac ine
cubamos n 289C durante 2 & 7 dfas,

dew Fomaoiln ds asgospoross Sombramos las ospas sobre el modio que
contenfa slucosn (0,1%), neopeptona (13), cloraro de sodio (0,1%), azar {1,5%)

32
o sobr¢ los cubos do yeoo hinedosy y los inocubasos a 28°C durante 7 a 28 dfas.

Bew {ntudlo de las caracteristicas fisioldzican

Do Prucbas de formentaciéns Preparemos los tubos con 9,5 ol del
medio cue contenia taotopoptona (0,5%)y extraoto de levadurs {0;5%) ¥ un tue
bito de Durhame Agvesamon 0,5 ml de ls moluoidn al 20% del glfeido {:lucosa,
mlaotcos, sacarosn, maltoss, lactosa) esterilizada por tindelimpoilne. Scme
bramos una o dos zotas de una suspensifn lizernmente turbia del cultivo en

59
medio do Spbourand y los coloocanos a 37°C durante 7 a. 15 @fac.
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ba Pruchas de asimilacin: Preparamos placas von ol nedio btaee
nitrogenndo que vontenfa sulfato de amonio {0,51), fosfato monopotfaico {0,1%)
sulfato do mamente (0)05%), aar (2%), incculadas con uns euspensidn de la
oepa on asatudios Deposlitamos en la superficie del medio una pequefin cantidad
do los >1fcidos en los diatintos sootorss y colooatos las placas g 28°C due
ronto 7 dfas. En algunos casos asreanos a vads placa 1 wte de soluocidn de
oxtracto de levadura sl 1%, Tanbien preparamos el medio bass nitro ronndo 1fe
quido con 5% del zldeido elezidos

Pars 1s prueba de asimileoidn dsl nitrsto utilizaros tadbos con e}
nedio jue contenfd Aucosa (25); fosfato monopotdsice {0,1%4), sulfato de
namesio (0,058), ¥ nitrato de potasio (1%5).°°

Sew Prucba de lu uronsa: Empleanca un medio base que contonfa pepe
tona (0,1%).‘ 7lucosa {(0,1%)y oloruro de sodic (0,5%); fosfato monopotfsico
(0s3%)s fosfato bipotdesco (0,3%)y rojo do fenol (0,0018), agzar (2,5%) 4 81
e agrossmog 0,5 ml por tubo de uba. solucién de urea =1 40f. t

JomZHSATO3 CON SwPLUOR-GLITOSIHA

ao HepiTuce

Antes de loc enaayos, repicancs las cepas do levaduras en un nedio
1fquido con nsopeptona (2£) y zluccsa (15) de pR aproxs 6,5 y las colocamos
a 28°C darants 48 ks, Cultivamos las cepas de M capgulatum, Paroe
soosidioidey bragiliensls y Coscidioides inmitis en el modic 1fquido a 28°C
duranto 14 a 28 dfaa. Tanblén repidacwos lae cepos de Py bregilicnsig sobrs
un medio nutritivo von suore para obtaner la forua levadura.

bew Practa en medio lfquide

Sembrames. unos 80,000 a 150,000 olementos del cultivo de la levae

dura, con un aso de 4 mm do difmetro, en 10 ol de medio 1fquido al que habdfo
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mos asreado la Sefluorcitosina y lo incabanos a 28°C durante 7 dfass Tome
bién oultivamcs, en izuales condioiones, unos 200 a 500 elenentos en cuge
pensiln del honso patdgeno,

Cew FPruoba on medio celificado

Preparanos ung sussencidn de la levadura con un asa del ecaltivo en
10 ml do sgus y depositamoe 0,05 ml en las placas del medio oin y con 0,25 mg
ds S-fluorecitosine por mly 2 las que inoubamon durante 7 a 21 dfas, a 28°C.
fn Azunles bcmdsctonea. gseabtranos un asa de la suepencién del honzo patSreno,

dew Prugba on el medio con sangre

floimos los oultivos en las misnae condioiones que el ensayo antew
rior, pero sobre ol medio de Sabourmnd con un 10% do sanyra desfidrinads de
bovino, contenido en tuboos

@ Prusbs en ol medio do Samith

Semdramos las cepas en lap misaas condiciones que en el onssgo .

foe Prusba con ol m8todo de difusién

Seabrasos un asa dol ocultivo de 1a lavadure en ol modic que contee
nfa sulfato de amonio (0;5%), fosfato monopotdsico (0,1%), sulfato do magnew
oio (0,098)s :lucosa {17), extracto de levodara (0,01%), azar (28) , ¥ depoe
asitamoa cobre 1a placa unos discos de papel do filtro de 12,7 mu de didnetro
con una centidad detorsinada de S-flaorecitocoina. luezo de una inocubacién de
2 dfas a 20°C nedinos ol dllastro de los haloe de inhidbioidn.

gew Prucba de sinlantento

Sesbramog unas 400 a 750 células da ls levadura y unos 20 & 50 eleow
mentosg dol honm 0 natdgono en 1las placas del medio sin y con 0,29 mg d@ Sw
fluorwoitosina por ml e inoubamos a 28°C duranta 21 a 28 dfas.
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Joen ALSLAILLETO DL LO3 HOMNIOS PATOIENOS PRS “ETES ¥ 4ATERIALES
CLIKICOS,

Sembrasoa las musatras de esputo sobre ol medio de Sabouraud, al
que previaments a;resanos 0,1 ml de una soluoidn de kenamicina al 17 yla}
de una solucién de S-fluor-oitonina al 0,25 7 por tuboe Coloocamos unos tubos
& 28°C y otros a 37°C, durante 2) a 28 dfas. Replocmos sobrs ol niszo medio

las colonias sospochosas o incubamos a 28¢C durante 14 a 21 dfaa,.

Ve~ RESULTADOS

leew ALSLAML.NTO & IDCNFIFICACION DE 1aAS LEVADURAS
Alplanon, on un lapso do dos afiosy 114 cepos de honzos endosaprbe

fitos a partir de 104 muestras clinloas,

Hatarialens Ne de musstrag X3 de oenan
esputo 86 94
ssorocidn dbrongaial 14 16
hisopado de fauces 4 4
Zotalen 04 g

Identificancs las lovaduras por eu morfoloyfs y caracterfsticas
32 1

bioqufnicas, como desoriben Lodder- Kroger van Rij {1952) y Ahearn (1974).
3 ol cuadro sicuiente dazoa la frecuenvin del aislamiento de lae

diferentes mspooion de levaduras & partir de loa materiales olfnivcom. {paz. 26)
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- 110 P o = Py - * - + * — L - - - + + - + = + - =g e 4 - - - Bl = - - - > +y 4 - e -i * + + - - - + ... - C-niiia allicins ¢
111 P w P g = = - * * - - - - - + - - = B e & = s + Bl ¢+ =+ + & 4 o - - * ¥ - o= - - “Candida tropienlis
112 $ = wm P a = - o+ - - + - ¢ - + - P w e e # - + = B ¢ = = + + - = = = - - - - - . Caniida etellatoides
113 - P w wm =t * - - - -« * - - + - - $ o m trm = * @ Bl h - = * + + - e e - = w - -, - Candida clauzsasnii
114 ¥ @ @ P e @ - ¢ = = - - $ @ - - - - + = - + - + - & e by F - + + + - e + - - - = - - .dandida ‘}.I‘C(\ilfﬁlil
t1 ‘blancusco B: blance p: pardusco Ps pardo ®) citrifornea % borde pardo rojizo :

plgmenteo difusive
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23PLCIRS FIRRTES DE AISLAMIGNTO
eaputo georeoién  hisopado
bronquial de fauvcoes
Condidn olbjcans 48 5 -
Ca _oOlnuauen 9 - 1
Co b3 2 - .
O, Emgeg 2 g “ws
Cy ,;am,eg_o_g; 3 2 e -
o DO 310 4 2 -
Ss pacudotzopioallg 1 - -
Se_speolog 2 - -
Cs_stollatoiden 5 P 1
Ce _tronicalis 15 4 2
Jeotrichun oondiduy - -
cotkera a 8 b 3 - -
Soecharonyoes 2 - -
Sepavishan
mlane ‘ sF 1 o
Seiligalossy
0103 b & 1 -
cutanedn
Ty Parme - i -
T= gnfagga,_gg - 1 -
TOTALES 94(82,55) 16(14,0%) 4(3,5%)

2o ACCION D2 LA S-FLUORLCITOSINA

TOPALES

53
10

- W I S - - B B

21

b

ns

(4645 %)
(8,77 %)
(1,95 %)
(1,75 %)
(2,75 %)
(5426 %)
(0,88 %)
(1,73 %)
(5426 %)
(18,4 %)
(0,88 £)
(0,88 £)
(1,75 4)

(0,83 4)
(1,75 )
(0,88 £)
(0,83 %)

(100 %)

A continusoifn damos los remultadon de la acoiln de s S«~fluore

oitosins. oobro lns laveiuras endoscprifitas,en medio 1fzuidoe
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Los grificos y el cuadro de la: pdgina 30 representan el nidmero
acumulativo de cepas sensibles luego de 3 y 7 dfas de incubacidén durante
la prueba de la accidn de la: 5=fluor-citosiba sobre las levaduras, en me-

dio ﬁiquido.



ncepas

~~
40 |
C. ALBICANS ‘53
20 | .
=
< OYRA
O - BAS |
0 — v = 1 [ LEVapuaas’,
005 01 €25 05 1 2 mgmi - : °
< C. TROPICALIS
[s) 21 CANDIDA SPI_’-
?n 7-d|d %
ij a1
=
0 —/ 1 F—W | E§
025 05 1 2 mg/ml
] N°® CEPAS AISLADAS DE ESPUTO
n CQDGS Y OTROS MATERIALES
‘ 5
0 e S LEVADURAS SENSIELES A LA 5-FC
005 01 625 0,5 1 2 mg/m O
T
<
= TOTAL
0 e r— T[] zg n°cepas
necepas 025 05 1 2mg/ml 100 .
3
(¥p}
, Ll
0l Y 60
00501 02505 1  2Zmg/mi%
& s -
20 | =
<z[ 20
01 025 05 1 2 mg/ml ol M
n? cepas 005 Of 025 05 1 2 mg/ml
20, (g o
< n-cepas
. (a4
0 s 10 O [_lL_I [—] 8
0,05 01 02505 1 2 mg/ml% 40 .
-
20 (E%E) n 20
: <
(4 el
0 e 0 0 I I = ol —
0t 9% 05 1 2mg/ml 0! 025 05 1 2 mg/ml



SERSIBILIDAD Dk LAS L.VADURAS A LA S<FLUORCITOSINA

en medio 1fvuido (neopeptons 1%, ;lucoas 12, pH 6,5) luofo do 3} y 7 dfes a 28°C

H* do capos

Egpecien 0,01

(53) Cs nlbioang = =
(10) Co olpusaonii »
( 2) S mullisormondiy

(2) Qakmgel w =
( 2) 8o lenseroniy =
( 6) Cs paropailonty «
{ 1) ¢4 psendotronienlia
( 2) Co gpeoien & =
{ 6) Co stollatoides =
{(21) Cu tropiealiy «

(1) 2o condidun = =
( 1) e apjoulats = =
( 2) 3o covovigios =
( 1) Zyoolliculony =
( 2) In cutencun, =
{ 1) fro Corsontans =

( 1) Ipe infogtang =
‘hm} Totalen -

concantraciln ag Y=L / ol

0,05

-

o

-

o

0,1

L
3

§ w
O

L |
3

n
]

2 I T~ T
Pt

13

Gy 25

13

™ W N e N e N W N

L

T

]
t

35

3

-~

W e e e

12

Q5

5]
f=}

O O N M W N D e

T "I T N T ]

v
-3

4

] LR R |

N W N e

19

3,6
27 8
6 1
1 -
2 2
2 1
3 13
1 1
2 2
4 3
18 35
1 1
2 2
1 1
a 2
1 -
1 =
74 30

2¢0
a4 9
8 3
l1 -
2 2
¢ 1
6 2
E I |
2 2
6 3
19 7
- -
E S |
2 2
1 1
2 2
I §
1 1
96 38
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Todas las oepas de hongos patSzenos sembradas en el medio 1{quide
{neopaptona 1%, slucosa:. 1%, pH 6,5) fueron resistontes a 1 mg 5-FC / ml ain

prosantar alteraciones:morfoldsices.
Los fotografias muostren el decerrolle da Cocoidioddes inuitie,

Hiatoplasma gaoenlatun y Parecoccidioides brasiliensis, a:los 28, 21 y 28

afas respoctivanente.

" H.CAPSULA
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Presentamos en’ el ouadro de im. pdgina 33 los resultados del ensayo
sobre el medio gelificado (neop;btonm 1%, glucosa: 1%, agar 1,5%, pH 6,5) deg
puds de 7 dfea a: 5500, como el % de colonias poéanci:;s.eg inhibidas calgulado
& partir de la @iferencia: d,e:i ndmero de colonias ohro lae placas sin y oon
250 pg 5-FC / nl. -
Las fotografiss muestran el desarrollo de uma:oepa de Candida:alw

bicans sobre el medio sin y con 250 e 5=¥C / mlyailes 48 horase

A log 21 dfas las colonias de ambas placas ténfan el mismo tamafio

pere no vari§ e) nimero de las mismas,
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Tanbifn expresanos on ol cuadro sd julente 1o resultados d0i mbe

todo de difusidn en wedio base nitroenade con .lucosa 1, luego de 48 he

o 289C,
di4ze370 (mm) halo de imhidieiln % oolonias potons
di200.12,7 o = 48 hs a 28°C 45-FC  ciales inhibidas
Copa &* Jepecies o 1 dfas a 26°C
| o5ps  2ps 5 pa 10 pg 2503/al 5-1¢
4 Candids sarapsilosip?6 33 42 51 mm 61,0 %
13 Candida albioans 30 35 43 54 " T544 »
19 Candids stellatoidea 30 45 52 " Boe2 *
28 Condida elbioans 3 46 51 " 86,0 *
59 Candida olayssenif 20 27 35 4 " 5T6 ®
61 Candidn slblcans 31 42 45 53 756 *
62 Candids $roplenlis 25 29 34 40 °® 57,7 "
80 Candi 56 30 40 49 - 00 *
90 Candida albicens 25 35 40 " 5346
104 Trichosporon 13 19 et 2 = A5 "

gnt‘eggeng

B ol madio de Saithyeon 250 ag 5-FC /al, as’cepas de Candida eone probadas
desarrollaron con dificulted y observamos gue ol £ de colonins potencisles
inhibvidas ora 975 99 y 100 J.

Lag cepus do honrom patf jenoe sonbrodas en el medio celificado con
£50 J 5w.C /) tenfan el aspecto macro y microsedpice tfpicos. las fotozres

fos muentran el desaxrollo de Cogeldicides inmitip y Bracoccidioides breaiw
liensls, o 105”%8 dfac.
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la presoncis: de sonzra no modificd la acoildn de Ia S-fluor-oitow
sina sobre lag levaduras endosapréfitas ya obmorvada: en ol medio de Sabone
roads las carsoterfsticas de los hongsos patdzenos sembrndos en el medic de
Sabouraud con pangre y 250)13 %«FC f/ n1 oran las habituales.
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£n los placag del medic gelificado con 250 Js 5«FC / m penbrados
con Paragonoldioddes bragiliensis y algunas oepas de SCandida albloans que
resultaron ronistontes on la prueba en medio 1fmquido, obsorvanos 1a. primaw
ofa da) desarrollo ds los patdgenoss Izual resultado fud obtenido con los
eaputos contaninados exporimentalmente con oepas del patégeno arriba nombrados

Logramos aialar Histonlasna cansulatus del eocputo de un paciente
con hictoplasnosis, que con\tenfa«- pumerosas ¢flulas do Candida opey seubrando
la muoatra pobrs el modio do Sabouraud con 250 fe de Sfliporcitosing y 100
},\3 de kanamioing. por mle luogo do 4 comanas de inoubaciln a 28°C, repicanos
ung de laa oolonias sogspechosas sobre ol mismo medio y obtuvimos el oultive
puroe laa Potograffas ouestran o) primosultive, el repique y o) aapecto mie

orocodpicoiide la: gopa aioladae




- 36 o

o od
< G ” 1
: . L X ‘ 2 ‘J
3 ‘{’.' v Sy \
N S ',
£ 4 i
p -j-.’;: ‘ ’ 3 5
d IRV (A Rt 1
. ~ et f |
> D B A A |
; r o R \
: ; el
L H-CAPSULATUM. " 8 s ]

ﬁnalmﬁte.- debonos indicar que encontramos coloaias de Eladosnom

riun spey SoDDalariovcis spey Soroins ep. y Bogillun 6pe contaninands 00l
dontalnents las plocns de medio con Swfluorecitosins,



VI.~ CONCLUSIONES

Aiplanos un total de 114 cepas a partir de las muvetres de esputo,
seoreciones bronguisles ¢ hicopado de feuces, de las cualos 53 (46,5 %) eran
Cendida albicangs 52 (45,6 &) correspondfen a otras cmpecies de Candida y
9 (7,9 %) sran oiras levaduress

Paya log cusayoa ocon lo Sefluorwcitoging olegimos el wedio do oule
tivo con peopeptona 1 % ¥ gluocosa.l # (pH 6,5) pues no afeota la velooidad
de orcoimiento de los hongos patégenoms In onte modioy deopule do 3 dfse de
incubaciln & 28°0, 51 £ de las c¢epan de Cs albicang y 77 £ do lao otras levie
dures aran sensibles a 1 mg de S5-fluorwocitosina por mly mientras quo a losp
7 dfas 88lo 1o eren 15 % y 36 % respeotivamente. Todan las copas deo Cocoidiole
dea inoitis, Metoplagna vaveulatun ¥ Porecccoldiotdes brasilionols eren rew
pistontes & ega voncentracidngsin presentar altaoreciones morfoldgicas,

Obgezvamos que sobre el medio antorior gelificado y con 0,25 m?
ds Sefluone-citosina por ml, eran inhibidas sntre ¢l 50 y 100 £ do las colow
nias potenciales de¢ varins cepas de Condida gnpe los oopap de hongos patgew
nos,sobre el mismo sabstrato, tenfan el sepecto macro y microsolpice tfpiccs
¥ no hubto una. modifiocacién aprooianble del ninere de coloninge

Homoo confimado la posibilided del emploo de la Sefluor-oitosina
para. 81 sislamionto de hongos patlgenosgen presenoia de levaduras endosaprse
fitas,trabajando son esputos de un pacients con histoplasmosis pulmonar y
moteriales experimentalments conlaninados con Parscoocidioides beasiliennis,
a8 partir de los cuales obtuvimos los cultivos del agente dausal’y las copas

asregzoedan, rospectivanentos

°)Eietoplasns capgulatun
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