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RESUMEN

Se determinó la concentración mínima inhibitoria de fluconazol en 36 cepas de Cryptococcus neoformans var. neoformans
mediante un micrométodo de dilución en caldo casitona teniendo en cuenta que es uno de los antifúngicos de mayor uso
nuestro país para el tratamiento de la meningitis criptocósica, segunda micosis oportunista en orden de frecuencia y la de másalta
letalidad en los pacientes con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (sida). La concentración mínima inhibitoria de las cepas
estudiadas osciló en un rango de 0,125 hasta más de 64 µg/mL, para una media geométrica de 2,38 µg/mL; el 50 % de las cepas
fue inhibido con 4 µg/mL y la menor concentración que inhibió el 90 % fue de 16 µg/mL. Se señala la importancia de continuar
este tipo de estudios in vitro para la detección de la aparición de resistencia de C. neoformans a los antifúngicos.

Descriptores DeCS: FLUCONAZOL/análisis; CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/aislamiento & purificación; TESTS DE
SENSIBILIDAD MICROBIANA.
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El interés por las pruebas de sensibilidad in vitro de
los agentes antifúngicos ha aumentado en los últimos año
debido al incremento del número de cepas resistentes
la disponibilidad de nuevos agentes antimicóticos. Estas
pruebas permiten obtener datos confiables para orie
la terapia adecuada que se debe seguir en las mico1,2

El desarrollo de los derivados triazólicos es un 
cho relativamente reciente y representa un avance s
ficativo en el tratamiento de enfermedades produci
por hongos.3 Dentro de este grupo de novedosos
prometedores antimicóticos, el fluconazol ha sido u
de los más reconocidos por la facilidad para atrave
la barrera hematoencefálica y es, en la actualidad, un
las drogas de elección para el tratamiento de
criptococosis del sistema nervioso central.3,4
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La criptococosis es una de las infecciones opo
tunistas más frecuentes en Cuba, se ha convertido
la segunda micosis de importancia en orden de fr
cuencia y es la primera causa de letalidad entre 
enfermedades causadas por hongos en los pacie
infectados por el virus de la inmunodeficiencia huma
na.5 Teniendo en cuenta la importancia concedida
los estudios de sensibilidad in vitro a los antimi-
cóticos, al auge de la utilización del fluconazol en e
tos pacientes y al aumento de casos de criptococo
en los últimos años, el presente estudio se propone
determinar las concentraciones mínimas inhibitorias
(CMI) de fluconazol frente a aislamientos clínicos d
Cryptococcus neoformans, agente causal de la cripto-
cocosis.
.

1 Licenciado en Microbiología. Investigador Auxiliar.
2 Licenciada en Ciencias Farmacéuticas.
3 Especialista de I Grado en Microbiología. Investigador Agregado
4 Licenciado en Microbiología.
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MÉTODOS

Se realizó la determinación de la CMI de flucona
en 36 cepas de C. neoformans var. neoformans aisladas
de pacientes cubanos mediante un micrométodo de 
ción en caldo casitona.6,7 De cada una de las cepas se
bradas en agar Sabouraud se preparó una suspens
alrededor de 1-5 x106 células/mL que correspondió con 
patrón 0,5 de la escala de McFarland. De esta suspen
se tomaron 50 µL y se añadieron a un tubo que conten
5 mL  de caldo casitona (pH 6,6). A partir de una soluc
"madre" de fluconazol (Diflucan, Pfizer) de 2 mg/mL s
preparó una dilución de 1 280  µg/mL (ambas en a
destilada) y fue distribuida esta última en los pocil
correspondientes a la columna 2 (20 µL/pocillo) de placas
de microtitulación de fondo plano y se hicieron diluci
nes dobles seriadas en agua destilada hasta la col
na 11. La suspensión de levaduras se añadió a razó
180 µL/pocillo desde la columna 2 hasta la 12, la column
quedó como control de medio de cultivo sin inocular y
columna 12 como control de crecimiento sin droga. De
esta forma el volumen final de cada pocillo fue de 200 µL y
la concentración final de la droga fue de 64 µg/mL y la
inicial 0,125  µg/mL (columna 2 hasta la 11, respectiv
mente). Las placas fueron incubadas en cámara húm
37 °C durante 48 h. La lectura se realizó en 
espectrofotómetro Titertek Multiskan7 Plus a 492 nm.
definió la CMI como la menor concentración de flucona
que inhibió el  80 % del crecimiento en comparación c
el control.8,9 Como control de calidad se utilizó la cep
Candida parapsilosis ATCC 22019.

RESULTADOS

La figura 1 muestra el número de cepas inhibid
frente a cada concentración de fluconazol (CMI);
rango de valores de CMI obtenido fue de 0,125 hast
más de 64 µmg/mL, mientras que la media geométri
fue de 2,38 µg/mL. La concentración de 4 µg/mL fue la
que inhibió la mayor cantidad de cepas (12 cepas, 33,3
Los porcentajes acumulativos de cepas inhibidas po
diferentes concentraciones de la droga se muestran 
figura 2.  El 50 % de las cepas, fue inhibido con 4 µg/
(CMI

50
) y la menor concentración, que inhibió el 90 % 

las cepas fue de 16 µg/m (CMI
90
). La máxima concentra-

ción utilizada (64  µg/mL) logró inhibir el 97,2 % de la
cepas ya que 1 cepa fue resistente a dicha concentra

DISCUSIÓN

Los valores de CMI del fluconazol obtenidos en
presente trabajo se  distribuyen  en  un  amplio  ran
desde 0,125 hasta más de 64 µg/mL, con una media
geométrica de 2,38 µg/mL. Al comparar estos valores co
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Fig. 1. Número de cepas inhibidas por las diferentes concentracione
de fluconazol.
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Fig. 2. Porcentajes acumulativos de los valores de concentració
mínima inhibitoria (CMI) de fluconazol frente a las 36 cepas
estudiadas.

los obtenidos previamente para estas mismas cep
frente a la anfotericina B,7 se observa que la media
geométrica para esta droga fue de 0,24 µg/mL y el
rango de 0,125-2 µg/mL, muy inferiores a los del
fluconazol y no fue encontrada ninguna cepa resistente
a dicho polieno. Esto era de esperar si se considera q
son diferentes los mecanismos de acción de los polieno
y los azoles, y por tanto son también diferentes los meca
nismos de resistencia a éstos.10

En una evaluación multicéntrica realizada por  Sanati
y otros en 1996,11 se observó que las CMIs de las 53 cepa
estudiadas de C. neoformans con el método descrito por
el documento M27-P (NCCLS) se manifestaron en un ran
go de 0,5-8  µg/mL. En ese estudio, 56,6 % de las cepas
fue inhibido con 4  µg/mL y 15 % con 8µmg/mL, superio-
res a los valores de 33,3 y 11,1 %; respectivamente, hall
dos por nosotros. Antes, Casadevall y otros habían mos-
trado su preocupación por el aumento de las CMIs d
fluconazol frente a C. neoformans y sugirieron la posibi-
lidad de la aparición de resistencia;12 los valores a los que
se refiere su estudio son de 40 µg/mL, a diferencia del
nuestro donde se encontraron altos valores de CMI, in
cluso una cepa con CMI mayor que 64 µg/mL. Estos re-
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sultados llaman la atención sobre la necesidad de c
nuar estos estudios para detectar el probable increm
en los valores de CMI y la aparición de cepas resiste
al fluconazol debido al aumento de su uso en los últim
años como profiláctico y en la terapia de mantenimie
dirigida a la meningitis causada por C. neoformans y otras
micosis en pacientes con sida.4

Aunque han existido diversos criterios sobre el 
lor límite a partir del cual una cepa se debe consid
resistente, recientemente, después de múltiples trab
colaborativos, se ha llegado a un consenso sobre
criterios de resistencia de Candida spp., frente al
fluconazol,8 según los cuales se considera una cepa 
sible cuando su CMI es menor o igual que 8 µg/mL; sen-
sible dosis dependiente cuando los valores de CMI
tán entre 16 y 32 µg/mL, y resistente cuando la CMI e
mayor o igual que 64  µg/mL. Sin embargo, ha sido seña
lado que no resulta adecuado extrapolar estos criter
otros géneros de hongos diferentes de Candida. Datos
más recientes han demostrado que éstos pudiera
aplicados a Cryptococcus e Histoplasma,13 aunque to-
davía se requieren más aportes en este sentido, p
que se debe continuar trabajando en este campo po
te de los principales grupos en el mundo que abor
esta importante temática.

SUMMARY

The minimum inhibitory concentration of fluconozole wa
determined in 36 strains of Cryptococcus neoformans var.
neoformans by a casitone broth microdilution method, takin
into account that it is one of the most used antifungal agent
our country for the treatment of cryptococcal meningitis, t
second opportunistic mycosis in order of frequency and that w
the highest lethality among AIDS patients. The minimu
inhibitory concentration of the studied strains ranged 0.125
more than 64 µg/mL for a geometrical mean of 2.38 µg/mL.
50 % of the strains were inhibited  with 4  µg/mL and the least
concentration that inhibited 90 % was 16 µg/mL. It is stressed the
importance of continuing this type of in vitro studies to detect the
appereance of resistance of C. neoformans to antifungal agents.

Subject headings: FLUCONAZOLE/analysis; CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS/isolation & purification; MICROBIAL
SENSITIVITY TESTS.
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