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RESUMEN 

Para evaluar la susceptibilidad a los antimicóticos y el cariotipo de aislados 

clínicos de Crypwcoccus neoformans obtenidos en Venezuela, fueron estudiadas 

30 muestras, procedentes de 27 pacientes con y sin infección por VIH. A cada 

una se le hizo identificación por métodos clásicos, estudio de la variedad a 

través del medio CGB, serotipifícación por aglutinación con 5 antisueros, pruebas 

de susceptibilidad a anfotericina B, fluconazol, itraconzaol y  5-fluorocitosina, 

según la metodología del NCCLS y estudio del cariotipo por electroforesis de 

campo pulsado usando el sistema "contour-clamped homogeneous field gel 

electrophoresis" (CHEF). Se obtuvieron 27 aislados de C. neoformans var. 

neoformans, siendo todos serotipo A, y 3 C. neoformans var. gattii, 

perteneciendo 2 al serotipo B y 1 al serotipo C. Las cepas de esta serie fueron 

altamente susceptibles a las drogas estudiadas. El análisis del cariotipo mostró 

13 perfiles, que presentaron entre 7 y 9 cromosomas y variación de peso 

molecular de 450/565 y 2200 kb. No se observaron diferencias significativas 

entre las concentraciones inhibitorias mínimas, ni fue posible asociar perfiles de 
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cariotipo de las muestras según la presencia o ausencia de infección por VIH. Se 

necesita un mayor número de cepas de diferentes áreas geográficas para la 

mejor caracterización de C. neoformans en Venezuela. 

Palabras claves: Susceptibilidad, cariotipo, Cryptococcus neoformans, 

Venezuela. 

 
ABSTRACT 

Thirty (30) samples coming from 27 HIV infected and non-infected patients 

were studied to assess antimicotic  susceptibility and karyotype of Cryptococcus 

neoformans clinical isolates obtained in Venezuela. Identification of each sample 

was performed by standard methods, variety classification was based on growth 

in CGB agar medium, serotyping was performed by slide agglutination with five 

specific  sera. Antifungal susceptibility was performed for amphothericin B, 

fluconazole, itroconazole and 5-flucytosine, according to NCCLS 

recommendations and karyotype study was done through contour clamped 

homogenous field gel electrophoresis (CHEF). 

Twenty seven (27) isolates of C. neoformans var. neoformans were obtained, 

all being of serotype A, and three (3) isolates of C. neoformans var. gattii, two 

(2) belonging to serotype B and one (1) to serotype C. Strains of this series 

were highly susceptible to the antifungal agents tested. Electrophoretic  

Karyotype (EK) analysis showed 13 profiles, presenting between 7 and 9 

chromosomes and the molecular weight variation was 450/565 and 2200 kb. No 

significant differences were observed between the minimum inhibitory 

concentrations (MIC), nor was it possible to associate EK profiles among the 

isolates of HIV and non HIV patients. Further clinical and laboralorial 

investigations are mandatory to improve the understanding of C. neoformans in 

Venezuela. 

Key words: Susceptibility, karyotype, Cryptococcus neoformans, Venezuela. 

 
INTRODUCCIÓN 

Cryptococcus neoformans variedad neoformans es reportado en la mayoría de 

los naíses mientras que Cryptococcus neoformans variedad gatlii prevalece en 

regiones tropicales y subtropicales31,36,38,43,44,65. En pacientes con síndrome 

de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), los aislados de C. neoformans var. 
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neoformans han predominado, aun en investigaciones realizadas en áreas 

geográficas donde C. neoformans variedad gaini es frecuente.8,10,39,52,55 

Varios sistemas de tipaje molecular han sido aplicados al estudio de la 

epidemiología de C. neoformans, en forma aislada o combinada6,11,15,49,64. 

Entre las técnicas más usadas se destaca la electroforesis de campo pulsado 

(PFGE). Con el uso de "contour-clamped homogeneous gel field electrophoresis" 

(CHEF), un sistema de PFGE, Perfect et al.49 refirieron que el tamaño de los 

cromosomas de C. neoformans era similar al de los cromosomas de 

Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans. Algunos autores estiman que una 

reorganización cromosomal ocurre durante la infección en tejidos humanos33. 

Perfect et al.48 investigaron el perfil del cariotipo de C. neoformans var. 

neofarmans en la epidemiología de las infecciones por C-neoformans de 

pacientes con y sin infección por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH). El 

sistema CHEF fue el utilizado para el análisis del cariotipo. No se verificó un perfil 

asociado a la localización de la infección, área geográfica o presencia de 

infección por VIH. Fries et al.45 estudiaron los cariotipos de aislados clínicos y 

ambientales de C. neoformans de la ciudad de Nueva York por el sistema CHEF, 

observando extensa variación entre cariotipos electroforéticos de los diferentes 

pacientes, sin embargo, aislados secuenciales de pacientes con infección 

crónica o recurrente tenían cariotipos muy similares. 

Los resultados de los estudios sobre cariotipo de C. neoformans han 

demostrado la necesidad de estudiar el genotipo con las pruebas de 

susceptibilidad. En el inicio de la década del 80, el National Commitee for Clinical 

Laboratory Standards (NCCLS) recomendó investigaciones que permitiesen la 

estandarización de las pruebas de susceptibilidad a los antimicóticos21,26,51. La 

estandarización para las levaduras fue realizada con el método de macrodilución 

usando el medio RPMI 1640, con L-glutamina, sin bicarbonato, tamponado con 

ácido morfolino propanosulfónico (MOPS) para un pH 7.0.40 La macrodilución 

representó un importante avance en la confiabilidad de las pruebas de 

susceptibilidad, a pesar de ser un método trabajoso y de difícil ejecución en la 

rutina de laboratorios. 

Para evaluar la correspondencia de los resultados producidos por los métodos 

de macrodilución y microdilución, varios investigadores han realizado ensayos 

concluyendo que la microdilución en caldo es un método cuyos resultados son 
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equivalentes a aquellos obtenidos con macrodilución, inclusive cuando son 

analizadas cepas de C. neoformans3, 21. En Venezuela hay limitada información 

sobre la susceptibilidad de cepas de C. neoformans aisladas de muestras 

clínicas, así como también del análisis de su cariotipo, por estas razones fueron 

estudiadas muestras clínicas de esa levadura con los siguientes objetivos: 1) 

separar las variedades; 2) identificar los serotipos; 3) investigar el perfil del 

cariotipo electroforético, y 4) estudiar la susceptibilidad a cuatro antimicóticos. 

 
MATERIAL Y MÉTODOS 

MATERIAL 

Treinta (30) cepas de C. neoformans aisladas en Caracas (23) y en Maracaibo 

(7). Estos aislados procedían de 27 pacientes de ambos sexos, de edades 

variables, con o sin alteración de la función inmune. Todas las muestras fueron 

colectadas hasta Sanos antes de la presente investigación y mantenidas en 

agar Sabouraud dextrosa a 4 ºC. 

De cada paciente fue tomada por lo menos una muestra, para examen 

microscópico directo y cultivo, en el inicio y durante el tratamiento, cuando fue 

posible. En caso de fallecimiento durante el tratamiento, fueron analizadas las 

muestras hasta entonces obtenidas. Se estudiaron aislados secuenciales de 

sangre, LCR o ambos, de cuatro pacientes con infección primaria y en intervalos 

que variaron de 1 a 64 días. Las muestras fueron analizadas en relación con las 

variedades, serotipos, susceptibilidad a anfotericina B, 5-fluorocitosina, 

fluconazol e itraconazol. Se realizó la serotipificación y el perfil de cariotipo 

electroforético en 30 cepas. 

 
MÉTODOS 

Identificación de C. neoformans. Se hizo mediante la metodología clásica34.  

Separación de variedades de C. neoformans. Se empleó el medio agar 

canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB).32 

Serotipificación de C. neoformans. La serotipificación se efectuó a través 

de la prueba de aglutinación en lámina con el kit Crypto Check IATRON Co. 

Japón. 

Estudio del cariotipo de C. neoformans. Se realizó en el Laboratorio de 

Biología Molecular de Enfermedades Transmisibles de la Facultad de Ciencias 
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Médicas, Universidade Estadual de Campiñas, Brasil. 

Fue empleado el método de electroforesis de campo pulsado (PFGE) usando el 

sistema "contour-clamped homogeneous electric  field electrophoresis" (CHEF), 

según el protocolo siguiente: Día 1: Tomar 5 a 10 colonias de los cultivos 

previamente repicados, sobre agar Saboufcud dexlrosa e inoculado en el medio 

YEPD (extracto de levadura 1 %, dextrosa 2% y Bactopeptona 2%), en 

agitación a 30°C, por 18 horas. Día 2: 1) Transferir para tubos de centrífuga 

esterilizados y colocar en centrifuga refrigerada a 4°C, a 3000 rpm, por 15 

minutos. 2) Tomar 100 µL del sedimento y colocar en tubo Eppendorf. 3) 

Centrifugar el sedimento con 200 µL de agua destilada. Repetir el lavado tres 

veces. 4) Resuspender el sedimento (cada muestra) en 200 µL de 20 mM del 

tampón citrato de sodio, pH 5,6; 50 mM EDTA, pH 8,0 y 0,9 M sorbitol, con 2 mg 

dg la enzima Trichoderma harzianum (Sigma L2265). 5) Incubar en baño de 

María, a 37 ºC, por dos o tres horas.6) Fundir agarosa de bajo punto de fusión 

1% (Bio-Rad low melt agarose) y enfriar a 58 ºC. 7) Adicionar 560 µL de agarosa 

de bajo punto de fusión 1% a la suspensión de levaduras y mezclar. 8) Colocar 

dentro de moldes Bio-Rad y refrigerar a 4 ºC. 9) Remover las muestras de los 

moldes y colocar dentro de placas de cultivo de tejido. 10) Adicionar 2 mL de 

tampón NET (Tris 0.01 M, pH 7,5; EDTA 0,45 M, pH 8,0; Lauroylsarcosine 1%) 

más Proteinasa K (Gibco) (0,25 mg/mL). 11) lncubar a 50 ºC. Día 3: 1) Lavar 

cuatro veces con 50 mM EDTA, pH 8,0, incubando en agitación, a la 

temperatura ambiente, durante 15 a 60 minutos, cada vez. 2) Colocar 

nuevamente 50 mM EDTA, pH8,0, mantener a 4 °C hasta correr el gel. 3) Correr 

el gel en el sistema CHEF. Colocar la preparación de agarosa (agarosa ultrapura, 

Gibco) dentro del molde para el gel del sistema CHEF y esperar 40 minutos para 

solidificar. Retirar las muestras de los moldes Bio-Rad y distribuirlas en los 

orificios del gel. Uno de los orificios deberá contener el marcador de peso 

molecular, ADN de S. cerevisiae. Luego las muestras son selladas con agarosa 

líquida. Distribuir dos litros de tampón 0,5 X en la cuba de CHEF y ajustar la 

temperatura, antes de colocar el gel. 

Condiciones de corrida para Cryprococcus en el gel CHEF DR-III: temperatura 

de corrida: 14°C; voltaje: 6,0; % de agarosa: 1; tampón de corrida: 0,5 X TBE; 

tiempo inicial: 60; tiempo final: 120; tiempo de corrida: 27 horas. Después de 

retirado el gel es coloreado con solución de bromuro de etidio, durante 30 
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minutos; si es necesario, colocarlo en agua deionizada esterilizada y luego 

fotografiarlo con película Polaroid en luz ultravioleta. 

 
Susceptibilidad a los antimicóticos 

Fue realizada en el Laboratorio Especial de Micología de la Escola Paulista de 

Medicina, Universidade Federal de Sao Paulo, Brasil según metodología para 

microdilución en caldo del NCCLS (documento M27-A)41. 

Microorganismos: 31 cepas de C. neoformans aisladas de muestras clínicas. Se 

realizaron dos repiques sucesivos de 48 horas, previo al experimento. Para el 

repique anterior a la prueba fue sembrada una unidad formadora de colonia 

(UFC). Fue incluida en cada ensayo una muestra de Candida parapsilosis ATCC 

22019, como control. 

Medio de cultivo: Se utilizó el medio RPMI-1640 con L-glutamina sin 

bicarbonato de sodio, tamponado con MOPS, pH 7,0 (American Biorganics, Inc.) 

con dextrosa al 2%. 

Lectura: En el momento de la lectura, el crecimiento de microorganismos del 

pozo control positivo fue comparado con el crecimiento de los pozos con las 

diferentes concentraciones de antimicóticos estudiadas. La determinación de las 

concentraciones inhibitorias mínimas (CIMs) para anfotericina B fue hecha por la 

total inhibición del crecimiento, mientras que para 5-fluorocitosina y azoles fue 

realizada por inhibición del crecimiento, aproximadamente de un 50%. 

 
Análisis de los resultados  

Análisis de los resultados del cariotipo. 

El Análisis del cariotipo fue realizado según variedades, serotipos y presencia 

de infección por VIH. La comparación de los perfiles del cariotipo fije hecha por 

observación: las fotografías de los geles coloreados con bromuro de etidio. Cada 

banda, mayor o menor, fue comparada con el patrón S. cerevisiae. Dos aislados 

fueron considerados iguales cuando todas las bandas detectables mostraban el 

mismo peso molecular. 

 
Análisis de los resultados de susceptibilidad a los antimicóticos. 

Para analizar la distribución de los valores de CIMs para antimicóticos se 

procedió de la siguiente manera: 1. Variación de las CIMs: mayor y menor valor. 
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2. CIM 50: Concentración inhibitoria mínima que inhibió el 50% de las muestras. 

3. CIM 90: Concentración inhibitoria mínima que inhibió el 90% de las cepas. 4. 

CIM Moda: Concentración inhibitoria mínima más frecuente. 

 
RESULTADOS 

Variedades y serotipos 

De las 30 muestras, 27 (90%) fueron identificadas como C. neoformans var. 

neoformans, siendo investigado el serotipo en 26 de ellas. El serotipo A fue 

observado en todas. Cabe destacar que de las tres cepas de la variedad gattii, 

las cuales fueron aisladas en Maracaibo, dos correspondieron al serotipo B (6,7%

) y una al serotipo C (3,3%)-  

 
Infección por VIH 

La enfermedad de base más importante relacionada con C. neoformans fue la 

infección por VIH representando el 81 % (21 de 26 pacientes en quienes fue 

obtenida esa información). La distribución de los serotipos de C. neoformans 

mostró que en pacientes VIH positivos todas las muestras eran del serotipo A. 

Entre los aislados que procedían de pacientes VIH negativos, tres fueron C. 

neoformans var. neoformans y uno C. neoformans var. gattii. 

 
Cariotipos de C. neoformans 

- Características de los perfiles del cariotipo. 

Los perfiles del cariotipo fueron analizados en 29 de las 30 muestras de C. 

neoformans. Se obtuvieron 13 diferentes perfiles que mostraron entre siete y 

nueve cromosomas, con variación de peso molecular de 450/565 y 2200 kb (I al 

XIII), 

- Perfiles del cariotipo según variedades: 

Cuando fueron relacionados los perfiles del cariotipo con las variedades de C. 

neoformans, 26 de las 29 cepas analizadas pertenecían a la variedad 

neoformans y mostraron 11 perfiles de cariotipo (I a XI), con variación de entre 

siete y nueve cromosomas y peso molecular entre 680 y 2200 kb. (la figura 1 

muestra algunos de esos perfiles). Los tres aislados de la variedad gattii 

exhibieron dos perfiles (XII y XIII) con ocho y nueve cromosomas y peso 

molecular entre 465/565 y 2200 kb. Cromosomas menores, de aproximadamente 
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450/565 kb, fueron encontrados en las cepas de la variedad gattii y no entre 

aquellos de la variedad neoformans. 

 

 
 
- Perfiles del cariotipo según infección por VIH: 

En 22 muestras estudiadas, los perfiles fueron muy heterogéneos (I a IV, VI a 

XI), el número de cromosomas varió de siete a nueve y el peso molecular de 680 

a 2200 kb. En las cuatro cepas que fueron aisladas de personas sin infección por 

VIH, también se observó heterogeneidad. El perfil III fue común entre los 

aislados de la variedad neoformans de pacientes con y sin infección por VIH. 

- Perfiles del cariotipo de aislados secuenciales de C. neoformans obtenidos de 

primoinfección de criptococosis: 

El análisis de ocho muestras tomadas secuencialmente de cuatro pacientes 

permitió identificar dos casos individualmente idénticos. En los dos casos 
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restantes, los perfiles mostraron el mismo número de bandas, sin embargo, hubo 

variación en los pesos moleculares. 

 
Evaluación del perfil de susceptibilidad a los antimicóticos 

- Variaciones de las CIMs, CIM 50 y CIM 90: 

Las variaciones de las CIMs, CIM 50 y CIM 90 de los cuatro antimicóticos 

analizados fueron, respectivamente, para anfotericina B 0,03 a 1 µg/mL, 0,125 

µg/ mL y 0,5 µg/mL; para fluconazol de 1 a 16 µg/mL, 8 µg/mL y 8 µg/mL; para 

itraconazol de 0,03 a 0,25 µg/mL, 0,06 µg/mL y 0,25 (µg/mL y para 5-

fluorocitosina de 1 a 64 µg/mL, 4 µg/rnL y 4 µg/mL (Tabla 1). 

 

 
-Variaciones de las CIMs según variedades: 

Las variaciones no presentaron diferencias significativas para itraconazol 

cuando fueron analizadas las variedades. Para anfotericina B, 5-fluorocitosina y 

fluconazol fue observada mayor variación entre C. neoformans var. neoformans 

(obteniéndose, respectivamente, 0,03 a 1 µg/mL, 1 a 64 µg/TiL y 1 a 16 µg/mL) 

comparadas con las CIMs de C. neoformans var. gattii (encontrándose, 

respectivamente, 0,03 a 0,06 µg/ mL, 4 a 8 µg/mL y 8 a 16 µg/mL). 

- Variaciones de las CIMs según infección por VIH: 

El análisis de las CIMs de las drogas estudiadas según presencia o ausencia de 

infección por VIH, tuvo un comportamiento similar al observado cuando se 

analizaron según las variedades. 

 
Análisis de las CIMs de las drogas estudiadas para aislamientos 
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secuencíales de C. neoformans. 

Los aislados secuenciales en muestra casuística correspondieron a cuatro 

casos. No hubo diferencias significativas entre los valores de CIMs de los 

antimicóticos en los cuatro casos. 

 
DISCUSIÓN 

En países latinoamericanos como Brasil y Chile, la cripiococosis como 

enfermedad oportunista en SIDA representa 4,6% y 5,2%, respectivamente.7,16 

En Venezuela, las infecciones por hongos representan el 12% en esos pacientes, 

correspondiendo a criptococosis el segundo lugar.60 

En nuestra investigación, fue confirmado el predominio de C. neoformans var. 

neoformans, hallazgo ya referido por Villanueva et al.,65 al estudiar aislados de 

varias regiones de Venezuela, no obstante los autores no especifican si los 

pacientes de quienes se obtuvieron las muestras eran o no portadores de 

infección por VIH. Resultados similares fueron reportados en Brasil, en pacientes 

con y sin SIDA.1, 13,22, 35, 38, 39, 47, 56, 59 

Los porcentajes de los serotipos de los cultivos estudiados fueron de 89,7% 

para el serotipo A, 6,9% para el B y 3,4% para el C. Estos hallazgos son 

comparables con los datos de otras publicaciones que incluyeron muestras 

clínicas de varias áreas geográficas de Europa, Asia, África, América del Norte y 

América del Sur1,10,22,31,35,43,56. Sin embargo, en la única población de 

Venezuela, correspondiente a Villanueva et al.65, se obtuvo menor porcentaje 

de sero tipo A (63%) y mas elevado del B (29%), lo cual podría deberse a un 

mayor número de cepas aisladas de pacientes sin infección por VIH. 

En los últimos años han sido reportadas varias investigaciones intentando 

caracterizar molecularmente a C. neoformans y separar cepas para estudios 

epidemiológicos. El estudio del cariotipo utilizando PFGE ha resultado un método 

útil y técnicamente simple para distinguir muestras de 

levadura4,24,25,33,48,49,66. 

El sistema CHEF de PFGE ha sido el más usado para análisis del cariotipo de C. 

neoformans. A pesar de las varias metodologías para extracción de ADN y de las 

diferentes condiciones de corrida utilizadas, aún no hay conclusiones sobre el 

perfil del cariotipo de esa levadura. Factores como la presencia de la cápsula de 

polisacárido de ese microorganismo, que interfiere con la producción de 
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esferoplastos o extracción de ADN, además de la producción de nucleasas que 

puedan degradar el ADN, han influido en la completa resolución del cariotipo de 

C. neoformans66. 

En relación con el tamaño del genoma de C. neoformans, ha sido reportado un 

peso molecular entre 15000 y 23000 kb49,66. 

En nuestra serie, el número de cromosomas varió de siete a nueve y el peso 

molecular de 450/565 a 2200 kb, estando esos valores de acuerdo con la 

mayoría de los investigadores,4,25,33,48,49 y difieren de los resultados de Wickes 

et al.66 quienes obtienen un mayor número de cromosomas, pero los pesos 

moleculares estuvieron dentó del mismo rango. Con excepción de Barchiesi et 

al.4 quienes hallaron cromosomas con 1900 kb, el peso molecular del cromosoma 

mayor de aislados clínicos ha sido de 2200 kb, dato ese también mostrado en 

nuestra casuística. Sin embargo, tomando en cuenta que las condiciones de 

corrida no han sido estandarizadas, es posible encontrar diferentes variaciones 

en el número de cromosomas y peso molecular del cariotipo de C. neoformans 

en las diversas investigaciones. En nuestros resultados fue observado que 

cromosomas menores de aproximadamente 450/ 565 kb fueron más frecuentes 

entre aislados de la variedad gattii, lo que ya fue referido49,66. 

La heterogeneidad ha sido otra característica entre los perfiles de cariotipo 

electroforético observados en C. neoformans4,24,25,30,33,48,66. En esta serie 

fueron identificados 11 perfiles entre las 26 cepas de la variedad neoformans. 

Esa variabilidad de perfiles no permitió establecer una asociación de los mismos 

con áreas geográficas o presencia de infección por VIH. Esos resultados 

confirmaron las observaciones de Perfect et al.48 que señalan no haber 

encontrado un perfil característico del cariotipo de C. neoformans aislados de 

pacientes con infección por VIH. 

Estudios de aislados secuenciales han mostrado persistencia de la cepa original 

en algunos casos de meningitis criptococóccica41. Además, perfiles del cariotipo 

de aislados de esta levadura se han mantenido estables en repique in vitro, 

después de varios años. No obstante, se han reportado cepas genéticamente 

relacionadas y otras con cariotipo diferente4. Otro estudio25 reveló elevada 

frecuencia de diferentes cariotipos entre aislados secuenciales y demostró 

cambios durante la infección experimental con C. neoformans, sugiriendo que 

algunos factores como condiciones de temperatura durante la replicación podían 
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estar asociados y que ese fenómeno puede ocurrir independientemente de la 

terapia antimicótica. En este estudio del perfil del cariotipo en aislados de un 

mismo episodio de criptococosis en cuatro pacientes se identificaran perfiles 

idénticos (50%) y otros con variaciones menores (50%). 

En vista de la heterogeneidad observada de los perfiles del cariotipo, estudios 

futuros son necesarios usando metodologías alternativas como aquellas en PCR 

y otras, para discriminación de muestras de C. neoformans. 

Algunos autores han señalado la necesidad de estudiar la susceptibilidad de C. 

neoformans a los antimicóticos relacionada al genotipo12,28,31,62. Para la 

criptococosis, antes de aparecer el SIDA, la terapia utilizada era anfotericina B 

asociada con 5-fluorocitosina. El uso de 5-fluorocitosina ha sido controversial en 

los pacientes con este síndrome, debido a su toxicidad5,14,18. Derivados 

triazólicos, fluconazol e itraconazol, han sido empleados con relativo éxito en 

pacientes con y sin SIDA19,54,57. A pesar de las diferentes modalidades 

terapéuticas, los resultados del tratamiento de criptococosis continúan siendo 

poco favorables, razón por la cual, con la finalidad de conocer la susceptibilidad 

de C. neoformans, se han realizado investigaciones que han utilizado los 

métodos de dilución en caldo, estandarizados por el NCCLS3,4,20,23,27,58.  

Entre éstas, las variaciones de las CIMs fueron: para anfotericina B 0,125 a 1 

µg/mL; para 5-fluorocitosina de 0,25 a > 64 µg/mL, para fluconazol de 0,5 a 64 

µg/mL y para itraconazol de 0,03 a 1 µg/mL. Las CIMs 50 y CIMs 90 presentadas 

en algunas de esas investigaciones fueron, respectivamente, para anfotericina B 

de 0,5 y 1 µg/mL, para 5-fluorocitosina de 2 y 8 µg/mL, para fluconazol de 2 y 8 

µg/mL y para itraconazol de 0,03 y 0,25 µg/mL. Las variaciones de valores de 

CIMs, CIM 50 y CIM 90 obtenidas en nuestra serie corroboraron estos hallazgos. 

Cuando las variaciones de CIMs fueron analizadas según variedades e infección 

por VIH, no se observó alteración del comportamiento de esos valores. Entre 

muestras de la variedad neoformans, en su mayoría aisladas de pacientes con 

infección por VIH, las variaciones más amplias encontradas para anfotericina B, 

5-fluorocitosina y fluconazol, probablemente estuvieron influenciadas por una o 

dos muestras en cada caso que presentaron CIMs más elevadas. Estudios con 

metodologías basadas en el uso de agar podrían ser usados para confirmar o no 

el más amplio rango de los valores de CIMs en la variedad neaformans. 

El perfil de susceptibilidad a la anfotericina B mostró 100% de cepas sensibles, 
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corroborando las observaciones de otros autores ya referidos. El empleo del 

medio AM3, así como también con E-Test, parece aumentar la discriminación de 

aislamientos de Candida resistentes a la anfotericina B41. Es posible que lo 

mismo ocurra para discriminar cepas de C. neoformans sensibles y resistentes a 

esta droga37. 

Nuestro estudio reveló 1% de resistencia a 5-fluorocitosina, lo cual es similar a 

los hallazgos de Polak & Hartman utilizando 5-fluorocitosma asociada a la 

anfotericina B. 

En relación con fluconazol, los resultados de la presente investigación (93,3% 

de susceptibilidad) concuerdan con la elevada susceptibilidad de cepas de C. 

neoformans a fluconazol referida en la literatura, ya que pocos casos de 

resistencia han sido reportados2,6,17,45,46,50. La susceptibilidad a fluconazol no 

fue influenciada por la variedad, ya que se encontraron iguales valores de las 

CIMs Mo de las cepas correspondientes a ambas variedades para ese 

antimicótico, así como también a anfotericina B y 5 fluorocitosina (CIMs Mo de 

las variedades neoformans y galtii fueron 8 µg/mL, 0,06 µg/mL y 4 µg/mL, para 

fluconazol, anfotericina B y 5-fluorocitosina, respectivamente). Un mayor 

número de cepas de la variedad gattii debería ser estudiado, para verificar ese 

hallazgo. 

Nuestros resultados sobre aislados secuenciales indicaron que la falla 

terapéutica entre pacientes con criptococosis y SIDA no se deben a cambios de 

susceptibilidad de las cepas durante el tratamiento, lo cual ya fue señalado en 

otras investigaciones12,61,62. 

La susceptibilidad de nuestras muestras a los cuatro antimicóticos analizados 

sugirieron que en Venezuela en pacientes con criptococosis, 

independientemente de la variedad y presencia de infección por VIH, podrían ser 

prescritos los esquemas terapéuticos descritos en la literatura5,18,29,42,54,q. 

 
CONCLUSIONES 

En conclusión: 1) C. neoformans, serotipo A, fue el más frecuente entre los 

aislados estudiados; 2) muestras de C- neoformans presentaron alta 

susceptibilidad a la anfotericina B, fluconazol, itraconazol y 5-fluorocitosiua; 3) 

no hubo diferencias significativas de las CIMs de las drogas probadas para cepas 

de C. neoformans en relación con muestras de pacientes con y sin infección por 
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VIH; 4) cromosomas de aproximadamente 565 kb o menores fueron observados 

entre aislados de C. neoformans variedad gattii y no encontrados en la variedad 

neoformans; 5) los perfiles del cariotipo de los aislados del serotipo A de C. 

neoformans se mostraron heterogéneos; 6) no es posible establecer perfiles del 

cariotipo asociados con la presencia de SIDA como enfermedad de base; 7) 

variaciones menores del perfil de CE pueden encontrarse entre aislamientos 

secuenciales; 8) PFGE usando el sistema CHEF permitió una buena discriminación 

de perfiles cromosómicos entre aislados de C. neoformans var. neoformans. 
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