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RESUMEN

Antecedentes: El recuento de unidades formadoras de
colonia (UFC) de Cryptococcus en el liquido cefalorraquideo
(LCR) seria un marcador fiable para el prondstico del
paciente y una herramienta simple y econémica.

Unidad de Micologia, Hospital de Infecciosas
F. J. Muiiz, Uspallata 2272, CABA, Argentina.

Autor para correspondencia: Fernando Messina.

Objetivo: Evaluar la utilidad del recuento de UFC de Unidad de Micologia, Hospital de Infecciosas
Cryptococcus spp. y compararlo con las variaciones de F. J. Muiiiz, Uspallata 2272, CABA, Argentina.
antigeno capsular de Cryptococcus (AgCr) en LCR. e

Materiales y métodos: Se realiz6 la revision de historias

clinicas de pacientes con meningoencefalitis por Los autores declaran no presentar ningtn conflicto de
Cryptococcus asociada con el sida en nuestro centro, entre intereses.

febrero de 2016 y julio de 2020. Se evaluaron los valores ot ) el Tl i G et i e

de UFC y AgCr en LCR durante la evolucién de la micosis.
Resultados y discusion: Se analizaron datos de 94
episodios clinicos de 85 pacientes, con un total de 297
observaciones de muestras de LCR. Se evidencié el valor
del recuento de UFC por ser un marcador de viabilidad y de
carga fungica. El recuento de UFC bajo no necesariamente
coexistié con un nivel bajo de AgCr.

Con respecto a la evolucion en el tiempo, la mayoria de
los pacientes fueron diagnosticados con una alta carga
fungica y su descenso ocurrié mas rapido que el del AgCr,
por lo que reflejaria la mejora del paciente, permitiendo
tomar conductas al respecto.

Palabras clave: Criptococosis, carga flungica, ufc/mL.

Actual. Sida Infectol., Diciembre 2022-Marzo 2023; 30 (110): 20-27; DOI 10.52226/revista.v30i110.140


https://orcid.org/0000-0002-3229-554X
https://orcid.org/0000-0001-7431-1571

Utilidad del recuento de unidades formadoras de colonia de Cryptococcus sp. 21

Introduccion

La criptococosis es una micosis grave de distribucién uni-
versal que afecta principalmente a huéspedes inmunocom-
prometidos. Representa la tercera micosis en frecuencia
después de la candidiasis orofaringea y la neumocistosis
pulmonar en pacientes con siday es la principal micosis di-
seminada que amenaza la vida de este grupo de pacientes.

El agente etiolégico de esta afeccidn son las levaduras
capsuladas del género Cryptococcus. Existen alrededor
de 70 especies, pero solo dos de ellas son patégenas
para el hombre (complejo C. neoformans y C. gattii). En
los ultimos afios se ha postulado la clasificacion del
complejo en mas especies, aunque esta separacion to-
davia es controversial (1, 2).

A nivel global, la especie C. neoformans es la que se en-
cuentra fundamentalmente ligada al sida y en nuestro
medio en especial C. neoformans var. grubii.

La forma clinica de presentacién mds frecuente es la
meningoencefalitis, con una incidencia mundial superior
al millén de casos por afo, en especial en los paises con
escasa accesibilidad a los tratamientos antirretrovirales
de gran actividad (TARGA) (1).

Se estima que en Latinoamérica es responsable de al-
rededor de 50.000 casos y 2400 muertes al afio (3). La
letalidad por la criptococosis meningea en estudios de
la Argentina y Brasil en pacientes con sida muestra valo-
res que van desde el 26% hasta el 63% (2, 4).

A pesar de los avances en materia de diagndstico y tra-
tamiento, en el Hospital de Infecciosas F. J. Muiiz de la
ciudad de Buenos Aires la cantidad de casos se ha man-
tenido estable, con un promedio de 57 (47-71) casos al
afio en el ultimo quinquenio.

El tratamiento de la criptococosis meningea consta de
tres fases: induccién, mantenimiento y consolidacion. El
tratamiento de induccién tiene como objetivo la esterili-
zacion del liquido cefalorraquideo (LCR). Para esta fase,
el esquema recomendado para paises que no cuentan
con acceso a 5-fluorocitocina es la combinaciéon de an-
fotericina B y fluconazol a altas dosis (de 800 a 1200
mg/dia) durante dos semanas (2, 3). Sin embargo, este
periodo estandarizado de induccién aconsejado por las
normas internacionales no siempre es suficiente para
alcanzar la negativizacién del cultivo.

En la actualidad, los marcadores utilizados en nuestro
hospital para el seguimiento del paciente son: nivel de
presién intracraneal, exdmenes micolégicos de LCR
(examen con tinta china y cultivo) y nivel de antigeno
polisacarido capsular (AgCr) en suero y liquido cefalo-
rraquideo (LCR).

El recuento de unidades formadoras de colonias (UFC)
en el LCR podria ser un marcador fiable para el pronds-
tico del paciente y una herramienta simple y econémica
en centros con escasos recursos. Esto ya ha sido usado
para evaluar la respuesta y sensibilidad a algunos anti-
fangicos (5, 6).

Objetivo

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la utilidad del
recuento de UFC de levaduras en LCR de pacientes con
criptococosis meningea asociada con el sida y compa-
rar este parametro con las variaciones de AgCr en LCR
durante la evolucién de esta micosis.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio retrospectivo, observacional longi-
tudinal por revisién de las historias clinicas de pacientes
diagnosticados y asistidos con meningoencefalitis por
Cryptococcus asociada con el sida en la Unidad Micologia
del Hospital de Infecciosas F. J. Mufiiz de la Ciudad Autoé-
noma de Buenos Aires, Argentina, entre febrero de 2016 y
julio de 2020.

Se estudiaron muestras seriadas de LCR con tinta china
positiva (al menos dos por episodio clinico) separadas
por cuatro dias o mas, de pacientes con criptococosis me-
ningea asociada con el sida. Se consideraron episodios
clinicos diferentes aquellos que ocurrieron en diferentes
pacientes o cuando se presentaron en un mismo paciente
separados por un lapso de dos 0 mds meses, siempre que
se haya constatado la negativizacion del cultivo para con-
siderar finalizado el primer episodio.

Se incluyeron para el analisis datos de 94 episodios cli-
nicos correspondientes a 85 pacientes, con un total de
297 observaciones de muestras de LCR con tinta china
positiva. De ellas, uno no tuvo resultado de recuento de
UFC, pero se mantuvo para analizar la antigenorraquia
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inicial, y en 42 (cinco en el momento del diagndstico y
37 durante los controles) no alcanzé la muestra de LCR
para realizar la antigenorraquia, pero se conservaron
para evaluar el recuento de UFC en funcién del tiempo.

En 254 muestras de LCR se pudo realizar el recuento de
colonias y la titulacién de AgCr simultaneamente.

Las muestras de LCR se procesaron de acuerdo a me-
todologias tradicionales que incluyen centrifugacién y
posterior observacidon microscopica con tinta china y
cultivo en agar Sabouraud y agar semillas de girasol a
37 °Cy 28 °C durante 7-15 dias (7).

Para realizar el recuento de UFC se sembraron 100 pL
de LCR sin centrifugar en placas de agar de semillas de
girasol que se incubaron a 28 °C durante siete dias. Las
colonias se contaron por visualizacién directa y se iden-
tificaron por pruebas fenotipicas para comprobar que se
trataba de Cryptococcus neoformans/gattii.

Cuando no se obtuvo crecimiento en la placa de recuen-
to y el cultivo de LCR resulté negativo se le adjudicé el
valor de 0 UFC/mL. Cuando en la misma situacion el cul-
tivo en tubos resultd positivo, se considero que la siem-
bra de 100 pl para recuento tenia menos de 10 unidades
formadoras de colonias por mL de LCR.

Los recuentos de UFC/mL se categorizaron en: 0; <10;
10a100,101a1000,1001 a 10000y >10000 cuando las
colonias fueron incontables.

sin dilucién), <10, 1:100; 1:1000; 1:5000 y 1:10000. Cuan-
do no hubo aglutinacién con LCR sin diluir se evalué la
dilucién 1/10 para descartar efecto prozona y con ambas
negativas la reaccion se informé como negativa (0).

Se tuvo en cuenta la cantidad de dias transcurridos entre
las muestras del mismo episodio clinico para observar
la evolucion a través del tiempo, tanto del recuento de
UFC como del AgCr, una vez iniciado el tratamiento luego
de la primera puncidn con tinta china positiva considera-
da como dia “uno”. La cantidad de dias entre punciones
lumbares no fue preestablecida y fue heterogénea dado
que su realizacion dependia del estado clinico de cada
paciente, en particular por la necesidad de disminuir la
presion intracraneal o de comprobar la presencia y viabi-
lidad del hongo.

Este trabajo fue aprobado por el comité de ética del Hospi-
tal de Infecciosas F. J. Muiiiz de la ciudad de Buenos Aires.

Resultados

En la Tabla 1 se presenta la distribucién del total de re-
cuentos y de los titulos de AgCr en los distintos contro-
les (296 recuentos de colonia y 255 determinaciones de
AgCr).

La cantidad de muestras de LCR con tinta china positiva
gue se analizaron en cada episodio clinico fue variable. La
mediana de la cantidad de muestras fue 3 (rango: 2-10).

Tabla 1. Distribucion del total de recuentos y de los titulos de AgCr en el tiempo

La determinacion semicuantitativa de antigeno polisa-
carido capsular de Cryptococcus (AgCr) se realizo en las
mismas muestras mediante la técnica de aglutinacion de
particulas de latex (Crypto Latex Immy; Immuno-Mycolo-
gics Inc, Norman Ok. EE. UU.). También se categorizaron
las diluciones utilizadas para efectuar la titulacién: 1 (LCR

Cuarenta episodios tuvieron dos muestras, 29 tenian
tres, 14 tuvieron cuatro, cinco tuvieron cinco, uno tuvo
seis, una tuvo siete, una tuvo ocho, dos tuvieron nueve
y uno diez.
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Como se menciond, las muestras consideradas estuvie-
ron separadas por cuatro dias o0 mas; el promedio de dias
entre las muestras fue de 17 (4-62) y la mediana 14 dias.

Con respecto a la relacion entre recuento de colonias y
concentracién de AgCr, se encontraron tres casos con
recuento positivo y AgCr negativo.

En 71 muestras (28%) de las 254 en las que se estudi6 el
recuento de colonias y el titulo de AgCr simultaneamen-
te no se aislé Cryptococcus (0 UFC/mL). Sin embargo,
en 68 de ellas (95,8%) presentaban AgCr positivo con
titulos que variaron entre 1:10 y 1:1000 (86%), de los
cuales la mayor frecuencia correspondio al titulo 1:100
en 33/71 casos (46%).

La matriz de coincidencia de la Tabla 2 muestra la can-
tidad de observaciones para cada combinacién de re-
cuento de colonias y titulo de AgCr.

Para simplificar se los agrup6 en tres niveles para los
recuentos: bajo (<100 UFC/mL), medio (101-10000 UFC/
mL) y alto (>10000 UFC/mL), en tanto que los titulos de
AgCr se categorizaron como: bajo (<10), medio (100-
1000) y alto (=5000).

Con respecto a la correspondencia entre recuento de
colonias y titulo de antigenorraquia segun estos tres
niveles, se observé que para recuentos bajos (= 100
UFC/mL) el 86,8% presenté titulos bajos o intermedios
(= 1:1000) de AgCr, aunque casi el 60% mostré titulos
medios; los recuentos intermedios (101-10000 UFC/mL)
se correspondieron con titulos intermedios de antigeno-
rraquia (73%); en tanto que para los recuentos >10000
UFC/mL el 97,6% de los casos los titulos fueron medios
o altos, pero la mayor contribucion (57%) fue de los titu-
los de nivel medio.

Para evaluar el impacto del valor de UFC y de AgCr en la
evolucién de los pacientes se consideraron los datos a

Tabla 2. Cantidad de observaciones para cada combinaciéon de valores de UFC/mL y titulo de AgCr

Con respecto a larelacion entre titulo de AgCry recuento
de colonias, se observé que la mayor coincidencia existe
cuando hay niveles altos de UFC/mL. Cuando el recuen-
to de colonias es >10.000, el 84% de los casos mostré
AgCr de 1:1000 o mayor.

En los recuentos bajos, <10 UFC/ml, aun el 55,2% de los
casos tuvieron AgCr entre 1:100 y 1:1000. Esto demostro
el lento descenso del nivel de AgCr, lo que se observé me-
jor cuando el recuento de colonias fue cero 'y en 95,8% el
AgCr positivo, con un 66,2% de titulos de 1:100 o mayores.

Desde el punto de vista de la antigenorraquia, el 90% de
los titulos de <1:10 tuvieron recuentos negativos o me-
nores a 10 ufc/mL.

través del tiempo desde el momento del diagndstico. Se
analizaron los valores segun las semanas transcurridas
desde la muestra inicial.

En mas del 80% de los 94 episodios clinicos, el recuento
de colonias y el titulo de AgCr mostraron valores des-
cendentes a través de los dias, pero en cinco casos el
recuento y en 17 el AgCr tuvieron valores fluctuantes en
el transcurso de esta infeccidn.

En 55 episodios clinicos se obtuvieron observaciones de
LCR con tinta china positiva y recuentos de 0 UFC/mL.
Lo hicieron en promedio a los 35 dias (11-77) desde la
punciodn inicial, con mediana de 35 dias.
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A través de la realizacion de los recuentos seriados se
comprobd que 69 episodios clinicos (73,4%) tuvieron
recuentos iniciales >10.000 UFC/mL y se logré la ne-
gativizacion de los cultivos en 36 (52,2%) en 38 dias
promedio. Otros 5/9 (55,6%) con recuentos entre 1001
y 10.000 UCF/mL lo hicieron en 33 dias de promedio.
En la misma cantidad de dias el 100% de los siete que
comenzaron con carga fungica entre 101-1000 UCF/mL
y 4/5 (80%) de los que tenian recuentos de 10-100 UCF/
mL demoraron 14 dias en negativizarse, al igual que uno
de los tres casos con cargas fungicas <10 UFC/mL. Otro
de estos tres también alcanzé el valor de 0 UFC/mL, pero
demoro6 40 dias, quizas debido a que los recuentos fue-
ron fluctuantes a través del tiempo. En un caso no se
obtuvo el valor del dia 1, al dia 14 presenté 1500 UFC/
mL y 23 dias después cero.

En la Figura 1 se muestra la evoluciéon de ambos para-
metros a través del tiempo. Para ello se utilizaron las
medianas de los datos agrupados en las seis categorias
ya mencionadas para las respectivas variables.

En el momento del diagndstico, cerca del 84% de los
episodios mostraban recuentos muy elevados (>1000 -
>10.000) y se observé el descenso evidente con el trans-
curso de las semanas. Por su parte, los titulos de AgCr
en LCR mostraron valores =1:1000 en el 77,5% de las
muestras analizadas y estos valores fueron descendien-
do, aunque mucho mas lentamente.

Figura 1. Evolucion de los niveles de titulos de AgCry

recuento de colonias representados por sus medianas
a través de las semanas

*Nivel para recuentos de colonia: 0: sin desarrollo; 1: <10 UFC/mL;
2: 10-100 UFC/mL; 3: 101-1000 UFC/mL; 4: 1001-10.000 UFC/mL; 5:
>10.000 UFC/mL

Nivel titulo de AgCr: 0: Negativo; 1: <10; 2: 1:100; 3: 1:1000; 4: 1:5000;
5:1:10.000

Discusion

La criptococosis asociada con el sida presenta desafios
importantes debido a su prevalencia en todo el mundo
y el nimero elevado de decesos que se producen por
esta afeccion. A través de los afios se han mejorado los
métodos de diagnostico, los esquemas terapéuticos, la
combinacién con los tratamientos antirretrovirales de
alta eficacia y el momento en que deben iniciarse, el ma-
nejo de la presién intracraneal.

Para evaluar la gravedad y la posible evolucién de esta
enfermedad, es necesario contar con marcadores bio-
I6gicos confiables en el momento del diagndstico vy el
seguimiento.

Del estudio realizado surge el valor del uso del recuento
de UFC de Cryptococcus en LCR ya que es un marcador
no solamente de viabilidad del hongo, a diferencia de lo
que sucede con la determinacién de antigeno capsular,
sino que ademas habla de carga fungica, y esto se re-
laciona con el tiempo necesario para esterilizar el LCR.
Este parametro ha sido utilizado en diversos estudios
para evaluar la gravedad, seguir la evolucién, asi como
para estudiar la sensibilidad frente a los antifungicos (8,
9). También para evaluar el efecto de y-interferén (10).
En ensayos de investigacion estos recuentos seriados
muestran que la depuracién se produce en log,,, por lo
que sirve para medir la actividad fungicida temprana y
permiten definir el punto final de la fase Il (4). Esta meto-
dologia permite medir la depuracién de levaduras (tasa
de disminucion de UFC/mL) y encontrar el punto final
cuando se obtienen cultivos negativos en lugar de medir
la proporcidn de casos con cultivos negativos al cabo de
dos semanas (11). La mortalidad de los pacientes seria
mayor cuando la depuracion es inferior a 0,2 log, , UFC/
mL (9, 12).

La carga fungica puede alcanzar niveles >1x10% UFC/mL
y niveles de AgCr muy elevados (Franco), y los recuen-
tos >10° UFC/mL se asocian con mayor mortalidad, por
lo que los cultivos cuantitativos y seriados en el tiempo
brindan una informacién muy valiosa (13, 14, 15).

Dyal comparé tres métodos para realizar estos recuen-
tos: uno que realiza la siembra de 100 pL de LCR y cinco
diluciones en agua (1:10); otro donde el mismo investiga-
dor utiliza tres volimenes de siembra diferentes (1000,
100 y 10 pl) con diluciones secuenciales de cada unay,
por ultimo, un método simplificado donde se siembra
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una ansada de 10 pL de LCR y una dilucién 1:100 de la
misma y encontré que aunque los resultados no son to-
talmente equivalentes entre métodos tienen una excelen-
te correlacion r? =0,88. El método simplificado puede dar
recuentos negativos si la carga fungica es baja. En este
trabajo se sembraron 100 pL de LCR pero no se utilizaron
diluciones.

En su relacién con la titulacién de AgCr es importante
destacar que un recuento de UFC bajo no necesariamen-
te coexistira con un nivel bajo de AgCr. Por el contrario,
cuando el AgCr muestra titulos bajos (<10) seguramente
la carga fungica también lo sea. Por lo tanto, la titulacién
de Ag es un dato fiable cuando es bajo, pero cuando es
alto no refleja de forma fidedigna la actividad de la infec-
cién ya que, como se sabe, en las levaduras muertas el
antigeno capsular esta presente. En esta situacion seria
de mucha utilidad acompaniar este pardmetro utilizado
habitualmente en el seguimiento de pacientes con crip-
tococosis con el recuento de UFC/mL en LCR.

Por otro lado, recuentos altos de UFC (>10000 UFC/mL)
se acompafian en proporciones similares de titulos de
AgCr de 1:1000 o de titulos =1:5000, con lo cual pode-
mos asumir que son elementos complementarios.

En su relacién con la evolucion del paciente en el tiem-
po, dos cuestiones son de marcada importancia. Por un
lado, que la mayoria de los pacientes son diagnostica-
dos con una alta carga fungica y, por otro lado, que el
descenso de la misma ocurre mas velozmente que el
de la carga antigénica, por lo que reflejaria la mejora del
paciente de forma concreta, permitiendo tomar conduc-
tas sobre su seguimiento y el tiempo de cada fase de
tratamiento. Como se ve en la Figura 1 y se mencioné
anteriormente, los pacientes contintan presentando an-
tigenos positivos en la mayoria de los casos a lo largo
de varias semanas, aun cuando el cultivo de LCR ya es
negativo.

En un alto porcentaje de casos, el cultivo de LCR per-
siste positivo luego de dos semanas de tratamiento de
induccion. Justamente, y es lo paradojico del caso, el
objetivo de esta primera parte del tratamiento es lograr
negativizar el cultivo de LCR, porque luego de esta eta-
pa el enfermo quedara bajo un solo antifiingico para la
etapa siguiente.

Prolongar por demads la terapia combinada también
puede ser contraproducente debido a la toxicidad que

acompainia al uso prolongado de anfotericina B, alin con
formulaciones lipidicas. El uso de la antigenorraquia ini-
cial es sumamente Util, ya que ademas en esta situa-
cién en que el paciente aun no ha recibido tratamiento
no existiria el riesgo de que los valores estén afectados
por la presencia de levaduras no viables, por tanto, ti-
tulos altos permiten asi establecer una induccién mas
prolongada que la indicada en las guias. A su vez, por
lo observado, el seguimiento posterior podria realizarse
con el recuento de colonias. Con un recuento igual o me-
nor a 1/100 se podria establecer un corte de induccién
en el corto plazo. Siempre con punciones lumbares de
control hasta obtener el cultivo negativo y la resolucion
clinica del paciente.

Por lo observado, es de utilidad realizar el recuento de
colonias y el AgCr de forma conjunta, porque no se de-
mostré una correlacién directa, pero en regiones o cen-
tros de bajos recursos econémicos sin acceso a técni-
cas de deteccion de AgCr, la utilizacién del recuento de
colonias constituye un parametro util para el seguimien-
to y pronéstico de la criptococosis meningea. La venta-
ja del AgCr es que puede medirse en suero, con lo cual
permite acompaniar al paciente en su evolucién aun de
forma ambulatoria.

Seria importante continuar este estudio con un nimero
mayor de pacientes y observaciones de forma prospec-
tiva para contar con una muestra mas homogénea de la
variable tiempo.
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Cryptococcus' colony forming unit count usefulness

Background. The Cryptococcus’ colony-forming unit
(CFU) count in cerebrospinal fluid (CSF) would be a
reliable marker for patient prognosis and a simple and
inexpensive tool. Objectives: To evaluate the usefulness
of the CFU count of Cryptococcus spp. And to compare
it with the variations of Cryptococcus’ capsular antigen
(CrAg) in CSF.

Materials and methods. Clinical records of patients with
aids-related meningoencephalitis caused by Cryptococcus
assisted in our center between February 2016 and July
2020 were reviewed. CFU count and CrAg values in CSF
were evaluated during the evolution of the mycosis.

Results and Discussion. Data from 94 clinical episodes
of 85 patients with a total of 297 observations of CSF
samples were analyzed.

The importance of using the CFU count was evidenced as
it is a viability and fungal load marker.

Low CFU count did not necessarily coexist with low CrAg.

Regarding the evolution over time, most of the patients
were diagnosed with a high fungal load and its decrease
occurred faster than that the one of AgCr. This would
reflect the improvement of the patient, allowing behaviors
to be taken in this regard.

Keywords: Criptococcosis, fungal load, ufc/mL
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