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I    Introducción 
 

Las infecciones micóticas y la diversidad de hongos patógenos han aumentado 

dramáticamente en los últimos años (1) y con ello, se han incrementado los 

casos de otitis externas. Asociados sobre todo a la utilización de antibióticos de 

amplio espectro, uso de aparatos de amplificación sonora individual, uso de 

prótesis auditivas, trauma autoinducido, práctica de natación, infecciones 

bacterianas, uso de corticoides y citostáticos, neoplasias, alteraciones 

inmunitarias o enfermedades debilitantes que tornan al hospedero susceptible 

(2-4); quizás también por un mayor índice de sospecha y a la mejoría de las 

técnicas empleadas para diagnosticarlas (5). 

La Organización Mundial de la Salud plantea que anualmente 1,5 millones de 

personas presentan al menos un episodio de otitis externa (6) y se estima que 

estas constituyen del 5 al 20% de las consultas otológicas (7, 8). Del 9 al 25% de 

las otitis externas son causadas por hongos y se denominan otitis fúngicas u 

otomicosis (3, 9). 

Otomicosis (del griego Oto = oído + micosis = infección fúngica)  es una 

patología extendida por todo el mundo y bastante frecuente,  pero existen 

pocos estudios al respecto y no se dispone de suficiente información sobre su 

incidencia real (7, 8). La frecuencia y la proporción de los hongos que la 

producen varían de acuerdo al área geográfica; Candida es de los géneros 

usualmente predominantes (4, 10, 11). 

Las enfermedades producidas por Candida tienen un amplio rango, van desde 

infecciones mucocutaneas hasta infecciones sistémicas (12, 13). Este género es 

considerado el hongo más aislado en pacientes con cáncer, la segunda causa 

de infección del tracto urinario asociada al catéter, el tercer patógeno productor 

de sepsis en edades pediátricas y finalmente,  la cuarta causa de fungemia de 

origen nosocomial asociada a una alta tasa de mortalidad (13). 

Las infecciones superficiales afectan la piel o las membranas mucosas y se 

tratan con drogas antifúngicas tópicas. Las infecciones invasivas en ocasiones 
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son mal tratadas, debido sobre todo a un ineficiente método diagnóstico y a 

una terapia antifúngica empírica (14).  

C. albicans continua siendo el agente de candidiasis aislado con más 

frecuencia, sin embargo, otras especies son una parte importante de los 

aislamientos clínicos recolectados en los hospitales en todo el mundo. Las 

especies diferentes a C. albicans de mayor importancia clínica incluyen:          

C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei y con menos frecuencia se 

aíslan C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. kefyr, C. famata, entre otras (12). 

Existe una significativa variación geográfica en la frecuencia de aislamiento de 

las diferentes especies no albicans (15). C. glabrata es más preponderante en 

Norte América y América Latina, C. tropicalis en Asia- Pacífico, C. parapsilosis 

en Norte América y C. guilliermondii en América Latina (12). 

La emergencia de la resistencia a los antifúngicos usados con más frecuencia 

en las especies de Candida, en particular en las no albicans, constituye 

también un problema universal. Esto incrementó los fallos en los tratamientos y 

los riesgos de mortalidad, además de prolongar la estadía hospitalaria y 

acrecentar la aparición de complicaciones en los pacientes (13). La resistencia 

también varía de un área geográfica a otra, por lo que es importante para el 

clínico conocer los perfiles locales de resistencia antes de iniciar la terapia (15). 

Por eso en el manejo del paciente con enfermedades por Candida, las pruebas 

de susceptibilidad antifúngica son un importante paso para la selección del 

tratamiento apropiado (16). La resistencia a los antifúngicos en aislados de 

Candida provenientes de otomicosis ha sido poco estudiada, y se le ha dado 

preferencia al estudio de aquellos aislados obtenidos de infecciones invasivas y 

de infecciones en otros órganos. 

Por otro lado, la presencia de factores de virulencia determina el potencial 

patogénico de cualquier microorganismo. Candida posee factores de virulencia 

tales como: hemolisinas, fosfolipasas, proteinasas y formación de biopelícula 

entre otros (17). Su expresión permite que Candida pase de ser un comensal 

exitoso a ser un agente patógeno con capacidad de infectar otros órganos (18). 

Existen pocos informes nacionales e internacionales que se refieran a la 
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importancia de los factores de virulencia en la patogenia de la otomicosis, 

aunque algunos autores han descrito la acción de la proteinasa como un 

elemento fundamental en la infección del oído (19, 20).  

En cuanto a la relación que existe entre los factores de virulencia y la 

resistencia antifúngica, a diferencias de los reportes existentes en estudios con 

bacterias (21, 22), son escasas las publicaciones que investigan esta conexión. 

En informe previo del autor del presente estudio se comprobó la alta 

sensibilidad de 25 aislados de Candida provenientes de pacientes con 

otomicosis (96%) a los antifúngicos presentes en el método comercial ATB 

FUNGUS 3. En la presente investigación se realizará el estudio de 

susceptibilidad a 19 de estos aislados, usando esta vez el método de referencia 

para corroborar esos resultados, obteniendo la CMI de cada antifúngico y 

sumando el ketoconazol, antifúngico con presentación de uso tópico no 

presente en el método comercial nombrado con anterioridad  y presente en el 

cuadro básico de medicamentos de Cuba (23). También se determinarán la 

presencia de fosfolipasas, proteinasas y hemolisinas como factores de 

virulencia presentes en estos aislados y su relación con los resultados 

obtenidos en el estudio de susceptibilidad.  Esta investigación tendrá gran valor 

porque contribuirá al conocimiento de los perfiles locales de resistencia, así 

como la capacidad patogénica de estos aislados de Candida responsables de 

otomicosis, los que representan una muestra de las especies de Candida que 

circulan en la población atendida en el HCQ "Manuel Fajardo" y a partir de los 

cuales se puede inferir que riesgo pudieran representar para la salud pública.  
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I.1 Objetivos  
 

Determinar la concentración mínima inhibitoria de los antifúngicos de interés 

frente a los aislados de Candida. 

 

 

Comparar los resultados de los estudios de susceptibilidad antifúngica 

obtenidos mediante el método comercial con los del método de referencia.  

 

  

Identificar la presencia de fosfolipasas, proteinasas y hemolisinas en los 

aislados de Candida y su relación con los resultados del estudio de 

susceptibilidad antifúngica.  
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II- Marco teórico 
 

II.1  Concepto de otomicosis 

Otomicosis es una infección fúngica superficial aguda, subaguda o crónica del 

conducto auditivo externo (CAE) y la aurícula (24). Los microorganismos 

responsables de esta entidad clínica son generalmente hongos APSrófitos 

ambientales, especialmente Aspergillus niger (25, 26), también se aíslan con 

frecuencia levaduras (10) y en ocasiones dermatofitos (24, 25). El hongo 

usualmente afecta un tejido susceptible previamente afectado por infecciones 

bacterianas, injuria física o excesiva acumulación de cerumen, con tendencia a 

la recurrencia (27, 28). 

Sinonimia: Otitis micótica externa (29), infección fúngica del oído, oído del 

nadador (30), miringomicosis (29, 30), otitis externa maligna fúngica, otitis externa 

fúngica necrotizante, otitis externa fúngica invasiva y otitis media fúngica (24).    

II.2  Aspectos epidemiológicos 

Se estima que aproximadamente entre el 5 y el 25% de los casos de otitis 

externa son de etiología fúngica (3, 31), otros estudios reportan menos casos (32, 

33).  

Siendo esta patología de distribución mundial (3), además del calor y la 

humedad (25, 31, 32), el ambiente con considerable polvo del trópico y regiones 

subtropicales hacen que esta sea más frecuente en estas zonas geográficas (31, 

34). Las infecciones mixtas son generalmente escasas pues la infección fúngica 

suele inhibir a la bacteriana (8, 35). 

La otomicosis afecta al 10% de la población alguna vez en su vida (28) por lo 

que representa un riesgo en la función del oído interno y por ende en la 

capacidad de oír (5). Es más frecuente entre la segunda y tercera década de la 

vida, entre individuos de bajo nivel socioeconómico y que viven en condiciones 

de higiene deficiente (11). La alta incidencia que se reporta en adultos jóvenes 

puede ser atribuida al hecho de que estas personas están más expuestas a los 

micelios, algo que no pasa con las personas ubicadas en los grupos extremos 
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de edad (28). La distribución por sexos es la misma (30, 35) aunque algunos 

autores refieren que es más frecuente en mujeres (29) y  se notifican más casos 

en las áreas rurales (7, 8). 

Varios factores predisponentes se señalan como fundamentales para padecer 

esta enfermedad: inmunodepresión (32, 34), uso de esteroides (33), uso de 

antibióticos tópicos (31, 32), uso de aparatos de amplificación sonora individual y 

de prótesis auditivas, trauma autoinducido (con bastonetes para la limpieza de 

oídos), baños en piscinas (11, 25), uso de aceites en los oídos, embarazo (34), 

instrumentación de los oídos (28, 31, 32), enfermedades dermatológicas (36) y 

malnutrición en niños (11, 37). El riesgo de otitis externa, bacteriana y fúngica es 

reportado cinco veces más en nadadores que en no nadadores (24, 38). 

II.3  Patogenia 

Los hongos son abundantes en el suelo y en la materia orgánica en 

descomposición. Estos elementos son rápidamente desecados bajo el sol del 

trópico y flotan en el viento como pequeñas partículas de polvo (4). Las esporas 

de los hongos son llevadas por los vapores de agua, un hecho que está 

correlacionado con las altas tasas de otomicosis en la India con la llegada del 

monzón, durante el cual la humedad relativa alcanza cifras de un 80%(4). 

Estos hongos se desarrollan sobre una superficie epitelial previamente dañada, 

se reproducen en estado APSrofítico y generan colonias que se agrupan y 

forman masas o tapones de filamentos (29).   

La piel del CAE tiene un mecanismo de descamación y autolimpieza que dura 

de 6 a 12 semanas, la obstrucción del drenaje de glándulas sebáceas hacia el 

folículo piloso y de este al CAE como respuesta inflamatoria al incremento de 

temperatura y humedad ambiental, son el principal factor en la patogenia de la 

otitis externa (38). 

Los factores de protección en esta área, que es húmeda y oscura son: 

integridad de la piel, producción de cerumen, la microbiota, el pH ácido y la 

inmunidad general (38).  
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Los nadadores presentan con frecuencia otitis externa bacteriana aguda y 

otomicosis. El calor, la humedad y el agua causan inflamación del estrato 

corneo de la piel, esto incrementa la maceración de la piel en el CAE y a la vez 

aumenta la destrucción de la barrera protectora de cerumen y crea las 

condiciones apropiadas para la infección bacteriana y más tarde para el 

crecimiento de los hongos (24). La higiene deficiente en piscinas conteniendo 

aguas contaminadas está relacionada con el aumento de la incidencia de 

otomicosis (24, 39). 

El CAE tiene una microbiota normal o comensal formada por una serie de 

microorganismos entre los que se incluyen gran variedad de bacterias: 

Corynebacterium, Bacillus, cocos gram positivos (Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Streptococcus, micrococcus no patógenos), 

bacilos gram negativos (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Haemophilus influenzae, Moraxella catarralis) y hongos filamentosos del 

género Aspergillus o levaduriformes sobre todo Candida. Esta flora comensal 

no es patógena mientras se mantenga el equilibrio entre bacterias y hongos (8). 

Es probable que luego de que la infección micótica se instale, se modifique la 

microbiota del oído medio (5).  

Diversos factores influyen en la transformación de hongos APSrofitos a hongos 

patógenos y no son del todo conocidos. Se han considerado como 

favorecedores de infección: alteraciones de epitelio de revestimiento 

(enfermedades dermatológicas, microtraumatismos) (3, 8), aumento de pH del 

CAE (3, 8, 29), alteración cualitativa y cuantitativa del cerumen (3, 8, 29), factores 

sistémicos (alteraciones inmunitarias, enfermedades debilitantes, corticoides, 

antibióticos, citostáticos, neoplasias), factores ambientales (calor, humedad 

excesiva), antecedentes de otitis externas bacterianas, otitis medias crónicas 

perforadas, cavidades mastoideas postcirugía, instilación en el oído de 

sustancias oleosas o antibioticoterapia de amplio espectro (3, 8). Estas 

condiciones aisladas o combinadas, promueven el crecimiento de los hongos 

(29). 
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II.4  Cuadro clínico  

Puede evolucionar de forma aguda, subaguda o crónica (2, 35). Afecta el epitelio 

escamoso del CAE (33, 40), de forma infrecuente puede afectar la membrana 

timpánica (29, 30), el oído medio, las cavidades abiertas de  mastoidectomía (4) y  

el hueso temporal (41). Se caracteriza principalmente por prurito (3, 33), sensación 

de oído ocupado (29, 35), otalgia (33, 35), hipoacusia (10, 33), tinnitus (1, 11), otorrea y 

disminución de la audición (4, 41). Afecta al oído medio si la membrana timpánica 

es perforada (1, 3, 11).  Usualmente es unilateral (33, 42, 43), pero ocasionalmente se 

diagnostica de forma bilateral, principalmente en pacientes 

inmunocomprometidos (4, 43),  la recurrencia es frecuente (4, 33). 

Entre los principales signos que se obtienen durante la exploración física que 

permiten sospechar otomicosis están el hallazgo de micelios cubriendo el 

conducto auditivo externo y la membrana timpánica, descritos como papel 

secante (29) o periódico húmedo, principalmente cuando se trata de hongos 

filamentosos (5). 

La otomicosis sintomática aguda presenta un gran componente inflamatorio y 

se acompaña de otalgia moderada y secreción serosa. En la otoscopia se 

puede observar la presencia de placas aterciopeladas o con aspecto de fieltro 

blanquecino, con ocasional punteado blanco, verde, marrón o negro, separadas 

de la epidermis por una capa de secreciones y descamación. El epitelio 

subyacente está hiperémico, ulcerado y es muy doloroso al tacto. En casos 

aislados, se detecta hipoacusia a consecuencia de la obstrucción del conducto 

por un grueso ovillo miceliar (7). 

La otomicosis sintomática crónica se caracteriza por dermatitis pruriginosa, 

discreta secreción serosa inodora, incolora o amarillenta, escozor y 

descamación seca. El examen del conducto auditivo externo revela una otitis 

externa exudativa con descamación blanquecina o depósitos amarillentos, 

recubriendo un epitelio hiperémico o incluso con zonas hemorrágicas. En 

ocasiones, puede observarse una miringitis granulosa, caracterizada por 

granulaciones timpánicas en "gotas de rocío", duras, de coloración rosada y 

bordes mal definidos, que sangran fácilmente (7). 
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Se ha descrito y con una incidencia creciente, parálisis del nervio facial con 

invasión del tejido conectivo en pacientes inmunocomprometidos como una 

forma de otitis fúngica maligna, entre este grupo de pacientes se ha visto con 

más frecuencia la perforación de la membrana timpánica y la presentación, 

aunque poco frecuente, de la diseminación fúngica por vía hematógena hacia 

el hueso temporal (28, 35, 44). 

II.5  Diagnóstico 

El diagnóstico de esta entidad requiere de un alto grado de sospecha por parte 

del médico ya que no presenta un cuadro clínico especifico y debe ser 

acompañado de confirmación microbiológica (4, 28, 32). 

Se hace con la historia clínica, examen físico e identificación por el laboratorio 

de microbiología de los hongos aislados en el proceso. El diagnóstico de 

laboratorio incluye microscopia directa, cultivo, e histopatología (24). Este se 

hace poniendo en evidencia la presencia del agente causal en el material 

obtenido del CAE con un frotis o un hisopado. Hifas o levaduras y a veces, en 

el caso de Aspergillus spp, la presencia de conidióforos (cabezas aspergilares), 

alertan al médico sobre el diagnóstico, el cual debe ser confirmado por 

cultivo(45). 

En ocasiones el diagnóstico es realizado en la consulta médica, ya que las 

características del crecimiento de los hongos son  fácilmente reconocibles al 

examen del conducto auditivo externo y el cultivo generalmente no se indica 

por no tener un adecuado costo-beneficio en aquellos escenarios clínicos que 

cuentan con menos recursos económicos (46). 

En el caso de hongos filamentosos (pero sobre todo en el de levaduras), la 

apariencia del conducto no siempre sugiere el diagnóstico, por lo que para 

descartar la presencia de agentes micóticos, deben realizarse examen 

microscópico directo y cultivo a todos los pacientes con otitis externa crónica 

que no responden a tratamiento convencional. Igual medida debe tomarse  en 

casos de combinación de otitis media crónica con otorrea rebelde a 

tratamiento. Tanto en infecciones por hongos filamentosos como por levaduras, 

lo correcto es identificar al agente (5). Las muestras que usualmente se usan 
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para el diagnóstico de esta patología  son restos de exfoliación del epitelio 

(escamas), cerumen y secreciones  obtenidas mediante un hisopo (30).  

El examen directo microscópico de las muestras clínicas remitidas al 

laboratorio de micología puede: brindar un diagnostico presuntivo, sugerir el 

medio de cultivo donde se puede sembrar y aislar al agente o confirmar un 

diagnóstico cuando el agente causal es difícil de cultivar (47),  además permitirá 

la instauración temprana de una terapia antifúngica (48).  

II.6  Tratamiento 

El tratamiento estándar para la otomicosis aún no ha sido bien establecido; a 

pesar de que múltiples estudios in vitro han evaluado la eficacia de varios 

agentes antifúngicos, no existe un consenso general sobre cuál es el más 

efectivo (32).  

Debe ser acorde a la severidad de la infección, específico para el agente 

causal para evitar el desarrollo de resistencia y su eficacia debe ser confirmada 

con repetidos cultivos negativos (24). 

Los pacientes con infección superficial y colonización crónica deben ser 

tratados con desbridamiento y limpieza amplia del CAE combinado con drogas 

antifúngicas tópicas.  El tratamiento sistémico no debe ser prescrito, excepto en 

casos de otitis maligna invasiva (aguda o crónica), otitis externa complicada por 

meningitis, mastoiditis o ambas (24, 32). 

La aplicación del agente antifúngico apropiado acompañado de  

desbridamiento mecánico frecuentemente logra una pronta resolución de los 

síntomas, sin embargo la recurrencia y la enfermedad residual son 

frecuentes(32, 33). 

La limpieza o lavados se hacen con soluciones aciduladas que permiten 

restaurar adecuadamente el pH ligeramente ácido de la piel como son: 

soluciones de alcohol boricado, ácido acético al 2-4%, violeta de genciana, 

nitrato de plata (38, 49). 
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Las gotas fungicidas son la forma más popular de tratamiento, el clotrimazol 

tiene efecto antibacteriano y esto es una ventaja cuando se trata de infecciones 

mixtas; cremas fungicidas con fluconazol o ketoconazol también pueden ser 

aplicadas.  La preparación con tolnaftato es efectiva para Candida, al igual que 

la nistatina, pero el uso de esta última es más ventajoso ya que no se absorbe 

por la piel intacta, la nistatina no está disponible en preparaciones óticas, sin 

embargo, se pueden hacer soluciones o suspensiones para su uso en la 

otomicosis (31).  

En pacientes con varias recidivas hay que evaluar la posibilidad de la 

existencia de enfermedades crónicas (diabetes mellitus, infección por V.I.H, 

otros) (38). 

II.7  Historia del género Candida 

Hipócrates (460 a 377 a.C) describió placas blanquecinas en la boca de 

pacientes debilitados y en recién nacidos. Galeno (130 a 200 d.C) las observó 

en niños enfermizos. En 1839, Bernhard Rudolf Conrad von Langenbeck 

realizó el descubrimiento del organismo causal al aislar un hongo en un 

paciente con aftas. J.H. Bennett, en 1844 en Edimburgo, aisló el hongo 

conocido hoy día como Candida albicans y en 1846 E.T. Berg, en Estocolmo, 

reconoció las enfermedades debilitantes como el principal factor predisponente. 

En 1890, Christian Georg Shmorl informó la afección mucocutanea, En 1904, 

E. Dubendorfer, la inguinal y en 1907, Jacobi, la cutánea. Durante la primera 

mitad del siglo xx se identificaron todas las demás localizaciones. En 1954, en 

el VII Congreso de Botánica se aceptó de manera oficial el género Candida. En 

2005, A. Tavanti, D. Davidson y N.A.Gow describieron el complejo                    

C. parapsilosis (50).  

Varias especies de levaduras del género Candida están distribuidas 

ampliamente en  la naturaleza y actúan como APSrófitos de la microbiota del 

ser humano, sin embargo, algunas de estas  especies de hongos pueden 

realizar una transición a patógenos oportunistas, transición inducida por 

alteraciones en las defensas del huésped. Candida rara vez produce 

enfermedad en pacientes saludables pero toma ventaja de alteraciones locales 
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o generales del sistema inmune causando un grupo de enfermedades llamadas 

candidiasis. Estas enfermedades se pueden subdividir en tres grandes grupos: 

cutáneas (piel y faneras), mucocutáneas (orofaringea, esofágica y vulvovaginal) 

y sistémicas (candidemia y otras formas de candidiasis invasiva). La 

candidiasis cutánea y mucocutáneas es frecuente en pacientes infectados con 

el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la presentación orofaringea y la 

vulvovaginal se observa con más frecuencia en infantes inmunocompetentes y 

mujeres jóvenes y la candidemia en pacientes con cáncer y en pacientes 

trasplantados con tratamiento inmunosupresor. La candidiasis representa la 

cuarta causa de infección nosocomial, entre un 8 y 10%, y la mortalidad por 

candidiasis sistémica permanece alta, entre un 15 y 35%, dependiendo de la 

especie infectante (12). 

II.8  Algunas levaduras de importancia medica  

Taxonomía:  

Reino: Eumycota.  

División Ascomycota.   

Clase: Hemiascomycetes.  

Orden: Sacharomycetales. 

Familias: Saccharomycetaceae, Endomycetaceae, Metschnikowiaceae,   

Lipomycetaceae 

Especie:   C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, 

C. krusei, C. ciferri,  C. famata, C. guilliermondii , C. kefyr  entre otras. 

C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata causan el 95% de las 

infecciones causadas por Candida (51). 

II.8.1  Candida albicans  

Es un hongo polimórfico (51-54), forma parte de la microbiota humana, en la 

mayoría de las personas reside por toda la vida siendo un comensal, pero bajo 

ciertas circunstancias, puede causar infecciones que pueden ir desde  

infecciones superficiales a infecciones sistémicas que pongan en peligro la 

vida(52, 53), siendo el agente asociado con más frecuencia a la candidiasis 

invasiva (55).  Es de los agentes fúngicos patógenos humanos  más prevalentes 



                                                                                                                                      MARCO TEÓRICO 
 

13 
       

y  dependiendo de las condiciones ambientales es capaz de crecer en distintas 

formas celulares (52, 54). 

La habilidad de C.albicans para infectar nichos diversos de un mismo 

hospedero está dada por que posee un amplio rango de factores de virulencia: 

transición morfológica entre levadura e hifas, expresión de adhesinas, invasión 

de las células epiteliales, formación de biopelícula (53, 56) y secreción de 

enzimas hidrolíticas, también se pueden considerar factores de virulencia la 

rápida adaptación a las variaciones ambientales: pH, flexibilidad metabólica, un 

poderoso sistema de adquisición de nutrientes y una robusta maquinaria de 

respuesta al estrés (53). 

II.8.2  Candida  parapsilosis 

En comparación con otras especies de Candida, C. parapsilosis tiene una 

amplia distribución en la naturaleza, no es un patógeno humano obligado y se 

ha aislado de diferentes fuentes entre las que se encuentran: animales 

domésticos, insectos, suelo y ambientes marinos. Es un comensal humano (57, 

58) y uno de los hongos que se aíslan con más frecuencia del espacio 

subungueal de las manos. Su patogenicidad está limitada por la integridad de 

los tegumentos, es notoria su capacidad para crecer en las soluciones usadas 

para alimentación parenteral, de formar biopelícula en catéteres y otros 

implantes, su persistencia en ambientes hospitalarios (51, 57) y el aumento del 

número de casos en neonatos (51). 

En las décadas pasadas la incidencia de C. parapsilosis aumentó 

dramáticamente, la mayoría de las veces se le describe como la segunda 

especie de Candida aislada con más frecuencia en hemocultivos(51, 57) y en 

algunos hospitales de Europa, Asia y Sur América ha ocupado el primer lugar 

(57, 58). En el 2005, estudios géneticos revelaron la existencia de diferencias 

importantes en aislados de C. parapsilosis que permitieron dividir a esta 

levadura en tres especies  relacionadas estrechamente entre si: C. parapsilosis 

C. orthopsilosis y C. metapsilosis; sin embargo C. parapsilosis es responsable 

de la mayoría de las manifestaciones clínicas (57). 
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II.8.3  Candida tropicalis 

Es la segunda o tercera especie más aislada entre las especies de Candida no 

albicans. Ha sido aislada en pacientes con cáncer, específicamente leucemia, 

pacientes neutropénicos, o que hayan recibido trasplantes de medula ósea (59), 

es más invasiva que C. albicans y se estima que el 50-60% de los pacientes 

con factores predisponentes desarrollan candidiasis invasiva cuando son 

colonizados (60). Observaciones clínicas y experimentales sugieren que las 

tasas de morbilidad y mortalidad producidas por C. tropicalis son más altas que 

las producidas por C. albicans, estos hallazgos sostienen la hipótesis de que 

existe algún mediador secretado por esta levadura que produce una deficiencia 

más pronunciada de células T que la que produce C. albicans (59). 

II.8.4  Candida  glabrata 

Inicialmente clasificada en el género Torulopsis debido a que no produce 

pseudohifas, en 1978 se consideró que el crecimiento polimórfico no era una 

característica distintiva del género Candida por lo que se sugirió que Torulopsis 

glabrata fuera incluida dentro de este como C. glabrata por su patogenicidad(61-

63). Marcadamente más pequeña que otras especies de Candida (61), su 

incidencia es alta en adultos y baja en niños y aún más baja en neonatos (51).  

Su genoma es haploide (C. albicans es diploide), lo cual facilita la rápida 

adquisición de resistencia secundaria a azoles (62). Históricamente considerada 

no patógena, con el uso de la terapia antifúngica de amplio espectro, la 

frecuencia de infecciones superficiales y profundas por este agente ha 

aumentado significativamente en los últimos años, por lo que se considera un 

patógeno emergente (62, 63). Se aísla tanto en infecciones intrahospitalarias 

como en infecciones superficiales, afecta a pacientes inmunocomprometidos o 

debilitados, se asocia al uso de antibacterianos y antifúngicos como fluconazol 

y puede ser portada en las manos del personal médico (62).  

II.9   Pruebas de susceptibilidad antifúngica in vitro de levaduras 

Los estudios de susceptibilidad a antifúngicos anteriores al uso de los métodos 

estandarizados eran inconsistentes y muy poco reproducibles, por los diversos 

factores que influyen en estos ensayos, como el tamaño del inóculo, la 
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composición y pH del medio, formato de la prueba y temperatura de 

incubación(64). En 1992 el National Committee for Clinical Laboratory 

Standards, actualmente Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) en 

Estados Unidos  de América (EUA) elaboró el primer estándar internacional 

para susceptibilidad de levaduras. Este documento (M27-A) permitió medir las 

concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) in vitro de las principales especies 

de levaduras oportunistas (64, 65). 

En la actualidad se dispone de dos estándares que utilizan el método de 

microdilución en medio líquido con este propósito. Uno es el documento M27- 

A3, del CLSI que ha establecido puntos de corte para definir susceptibilidad in 

vitro a determinados antifúngicos como los azoles y el otro es el estándar 

europeo, Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testin (AFST) del 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), 

documento EDef 7.2, que ha demostrado ser equivalente al estándar CLSI en 

levaduras no fermentadoras. La disponibilidad de estas metodologías ha hecho 

posible el estudio de los mecanismos de resistencia y de resistencia cruzada 

en Candida spp., ha permitido develar la relación entre mutaciones genéticas, 

CMI y datos clínicos y se han definido los puntos de cortes (PC) en la práctica 

clínica así como los puntos de cortes epidemiológicos (PCE) (66).  Se ha 

demostrado que estos métodos (EUCAST y CLSI) pueden ser usados con 

efectividad en la vigilancia de la resistencia a los antifúngicos en Candida 

spp.(65, 67). El método de difusión en disco, estandarizado por el CLSI en el 

documento M44-A para Candida spp. brinda un halo de inhibición cuya 

medición correlaciona muy bien con el método de referencia (64, 68). 

Existen métodos comerciales que presentan buena concordancia con los 

métodos de dilución en medio líquido, uno de los más utilizados es el Etest (AB 

BioDisk, Solna, Suecia) para susceptibilidad in vitro de Candida spp. frente a 

fluconazol (FCZ) e itraconazol (ITZ), método simple en el que se inocula el 

hongo en la superficie de un agar seguido de la aplicación de una tira plástica 

impregnada con un gradiente de concentración del antifúngico lo cual permite 

determinar CMI, siendo este método uno de los más eficaces para la 

determinación de resistencia a anfotericina B (AMB) en Candida (64). 
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Otros métodos comerciales, sencillos de realizar, que pueden ser una 

alternativa para uso de rutina en el laboratorio de microbiología clínica en el 

estudio de la sensibilidad de Candida spp. son ATB FUNGUS 3 panel 

(BioMérieux, Marcy l’Étoile, Francia) y  Sensititre YeastOne 3 (Trek Diagnostic 

Systems, East Grinstead, Reino Unido) (69), siendo este último el método 

comercial que se asemeja más a la metodología del CLSI, se basa en la 

microdilución en caldo pero con un sustrato cromogénico para facilitar la 

interpretación de la CMI (64). 

ATB FUNGUS 3 panel (BioMérieux, La Balme-les Grottes, Francia), consiste en 

una lámina con 16 pares de pocillos, dos pocillos para el control del crecimiento 

y el resto con cinco drogas antifungicas a diferentes concentraciones: 5-

fluorocitosina (5FC) (4-16 mg/mL), AMB (0.5-16 mg/mL), FCZ (1-128 mg/mL), 

ITZ (0.125-4 mg/mL) y el voriconazol (VRC) (0.06- 8 mg/mL) (70). Este método 

puede ser utilizado con confianza en los laboratorios clínicos para determinar la 

sensibilidad de los aislados de Candida spp. a los antifúngicos. Para los 

aislados que fuesen resistentes o sensibles, dependientes de la dosis, se 

recomienda confirmar la sensibilidad por un método de referencia por 

dilución(71). 

El Vitek 2® (BioMérieux) es un método automatizado que utiliza una lectura 

espectrofotométrica y determina CMI, tiene la ventaja de encontrarse acoplado 

a la identificación de levaduras y los resultados pueden obtenerse a partir de 

las 10 a 26 horas de incubación (64). 

II.10  Antifúngicos y mecanismos de resistencia 

Los azoles poseen actividad fungicida frente a Aspergillus spp. y actividad 

fungistática frente Candida spp., agentes incluidos en esta familia están los 

imidazoles: miconazol, econazol, clotrimazol y ketoconazol (KTZ) y los 

triazoles: FLZ, ITR, VRC y el posaconazol (POS) (14). El mecanismo de acción 

de los azoles frente a las levaduras involucra la reducción de la producción de 

ergosterol, uno de los principales componentes de la membrana de la levadura, 

bloqueando la actividad de la enzima lanosterol 14-α-desmetilasa (14), lo que 

inhibe el crecimiento de la célula (72). 



                                                                                                                                      MARCO TEÓRICO 
 

17 
       

Uno de los mecanismos de resistencia más estudiados de las levaduras a 

estos medicamentos son la presencia de bombas de eflujo, estas producen una 

reducción significativa de la concentración intracelular de la droga por debajo 

de los niveles efectivos (73), mecanismo este mediado por la sobreexpresión de 

genes que codifican para varios sistemas transportadores que incluyen 

diferentes estrategias y mecanismos para la expulsión del medicamento de la 

célula, entre los que se encuentran la superfamilia ATP-binding cassette( ABC), 

proteínas transportadoras primarias activas que pertenecen a la superfamilia 

mayor facilitator (MFS), proteínas transportadoras secundarias (74). 

El sistema ABC puede ser agrupado dentro de cinco conocidas subfamilias: 

PDR (pleiotropic drug resistance); MDR (multidrug resistance); MRP (multidrug 

resistance-associated protein); RLI (RNase L inhibitor)/ALDP 

(adrenoleukodystrophy protein) y YEF3 (yeast elongation factor EF-3) (74), la 

acción de este sistema trae como consecuencia el aumento de los valores de la  

CMI (73). Otros mecanismos de resistencia a los azoles son: modificación de la 

diana sobre la cual actúan; producción de enzimas que inactivan o degradan 

las drogas en el exterior de la célula fúngica e impermeabilidad de la 

membrana celular (75). C. krusei es intrínsecamente resistente a FLZ y 

susceptible a VRC y POS (76, 77). 

AMB pertenece a la familia de los polienos, estos se unen a los esteroles de la 

membrana (fundamentalmente ergosterol) y esta unión genera la formación de 

canales por los que la célula fúngica pierde iones y moléculas carbonadas (72, 

78, 79). Se mantiene como fármaco de primera línea en el tratamiento de las 

infecciones fúngicas invasoras por tener un perfil de actividad muy amplio y 

efectividad alta; muy pocas especies muestran resistencia intrínseca 

(Scedosporium spp., Fusarium spp., Trichosporon spp., A. terreus y A. 

flavus)(72, 80). AMB es un fármaco fungicida tanto para levaduras como para 

hongos filamentosos (78, 79). 

La resistencia a AMB se ha descrito en levaduras y hongos filamentosos, pero 

sus mecanismos no están claros. En levaduras la mutación del gen ERG3 que 



                                                                                                                                      MARCO TEÓRICO 
 

18 
       

codifica la enzima C-5, 6 esterol desaturasa, implicada en la síntesis de 

ergosterol, confiere resistencia moderada (72) 

5FC es el único antifúngico de uso clínico perteneciente a la clase de las 

pirimidinas;  por su limitada actividad se ha ido reduciendo su uso y en la 

actualidad apenas se utiliza, es un fármaco fungistático que penetra en la 

célula fúngica tras contactar con una proteína de membrana llamada citosina 

permeasa, en el interior de la célula es desaminada a 5-fluoracilo que tras 

varias modificaciones se convierte en ácido 5-fluoruradilico, el cual se incorpora 

a la cadena de ácido desoxirribonucleico (ARN), lo que ocasiona la producción 

de ARN aberrante y la inhibición celular (78, 79). Algunas cepas de Candida  

muestran resistencia primaria; cuando se utilizan en monoterapia genera 

resistencia secundaria con facilidad por lo que se recomienda su utilización en 

terapias combinadas con otros antifúngicos (79). La resistencia primaria se debe 

a mutaciones en el gen que codifica la citosina deaminasa, enzima que 

convierte el antifúngico en fluoracilo (78). 

El estudio de la resistencia a los antifúngicos se ha basado en la determinación 

de los puntos de corte clínicos y en menor grado por la determinación de los 

valores de corte epidemiológicos, siendo estos últimos, en Candida spp, 

generalmete mas bajos que los puntos de corte clínicos (66).  

Los procedimientos para el estudio de la sensibilidad in vitro de las levaduras 

han sido ajustados por el CLSI en los últimos 5 años, los principales cambios 

son: obtención de la CMI a las 24h de incubación si el crecimiento es suficiente 

para hacer la lectura, con mas de 48h se ha observado baja reproducibilidad y 

sobrestimación de la resistencia in vitro y  puntos de corte específicos para 

cada especie, estos puntos de corte han servido para diferenciar un 

microorganismo como tratable o no tratable, estos ajustes se hicieron para el 

FCZ, VRC y las equinocandinas (66, 81). Para ITR, AMB y 5FC en levaduras  

estos puntos de corte no están disponibles pero recientemente se han definido 

valores de corte epidemiológicos basados en CMI recogidas en datos 

aportados por múltiples laboratorios (66). 
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Estos puntos de corte se caracterizan por ser específicos para cada especie, 

por estar basados en un conjunto de datos epidemiológicos, farmacodinámicos 

y clínicos, y por ser revisados periodicamente según se va disponiendo de 

nuevos datos procedentes de estudio de epidemiología molecular y del análisis 

de su correlación clínica (81). Los puntos de corte epidemiológicos pueden 

utilizarse para interpretar los resultados de los estudios de sensibilidad en 

casos en que no exista suficiente  informacion para establecer puntos de cortes 

clinicos (PCC), estos ayudan a separar la poblacion normal sensible de un 

grupo de microorganismos de la poblacion resistente (81). Pueden ser 

considerados el primer paso en la determinación de los PCC y su principal 

utilidad está dada en que permiten detectar la  reducción de la susceptibilidad a 

los agentes de interés en el contexto de los programas de vigilancia de la 

resistencia (82, 83) y permiten diferenciar las cepas salvajes de aquellas que ya 

han adquirido algún mecanismo de resistencia (83).  

II.11  Factores de virulencia 

La patogenicidad del género Candida es mediada por un número de factores 

de virulencia dentro de los que se incluyen adherencia, formación de 

biopelícula en el tejido de los hospederos así como en los dispositivos médicos, 

la habilidad para evadir las defensas del hospedero y la producción de enzimas 

hidrolíticas ( proteasas, fosfolipasas y hemolisinas, etc.) (51, 84). Estos factores 

pueden variar según el tipo, el sitio y la naturaleza de las defensas del 

huesped. El delicado equilibrio entre el huesped y el hongo puede convertirse 

en una relación parásita y resultar en enfermedad grave. La interacción entre 

hongo y medio ambiente está afectada por su variabilidad antigénica, el cambio 

fenótipico y la transición dimórfica (84). 

En el presente estudio se describen de manera independiente solo aquellos 

factores de virulencia que son objetos de la investigación. 

II.12  Enzimas extracelulares 

Las enzimas se consideran determinantes de virulencia en Candida ya que 

tienen la capacidad de romper polímeros que proporcionan nutrientes 

accesibles para el crecimiento de los hongos, así como inactivar las moléculas  



                                                                                                                                      MARCO TEÓRICO 
 

20 
       

útiles en la defensa del organismo (84). La expresión de estos factores varían 

con la especie infectante, el origen geográfico, el sitio, el tipo de infección y la 

respuesta del hospedero (85). 

II.12.1 Proteinasas 

En Candida se han descrito varios miembros de una gran familia de enzimas 

aspartil-proteinasas secretadas (APS), codificadas por los genes de la familia 

APS, la presencia de estos genes es única en las especies patógenas de 

Candida y proporciona al hongo un sistema proteolítico eficiente y flexible que 

puede garantizar su éxito como patógeno oportunista. El papel de dichas 

enzimas es esencial en las infecciones de mucosas en las fases iniciales, pero 

no cuando el hongo se ha infiltrado en los vasos sanguineos. Las proteínas 

APS tienen funciones especializadas durante el proceso infeccioso e incluyen 

la digestión de moléculas proteínicas para adquirir nutrientes, digerir o 

distorcionar las membranas del huesped y facilitar la adhesión, la invasión a 

tejidos y la digestión de moléculas del sistema inmunitario (84).  

La matriz extracelular y las proteínas de superficie del huesped como 

queratina, colageno, laminina, fibronectina y mucina son degradadas de 

manera eficaz al igual que varias proteínas de defensa como la lactoferrina 

salival, el inhibidor de proteinasa α macroglobulina, las enzimas del estallido 

respiratorio del macrófago y casi todas las inmunoglobulinas, inclusive la 

inmunoglobulina A de secreción, que es resistente a la mayoría de las 

proteasas bacterianas. La APS de Candida también puede actuar en las 

cascadas proteolíticas del huésped, como los precursores de la cascada de 

coagulación sanguínea que hidrolizan al precursor del endotelio-1 

(péptidovasoconstrictor), al alterar la homeostasia vascular y activar la citocina 

proinflamatoria IL-1β. Por lo tanto, esta enzima participa en la activación y 

mantenimiento de la respuesta inflamatoria en las superficies epiteliales in 

vivo(84).  

II.12.2  Fosfolipasas  

Este grupo de enzimas digieren los fosfolípidos presentes en la membrana 

celular de las células del hospedero, provocan la lisis o alteraciones en la 
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superficie de estas facilitando la adherencia y permitiendo la entrada de las 

hifas al citoplasma (86, 87). C. albicans es el mayor productor de fosfolipasas, 

siendo la producción de esta enzima menor en las otras especies (18). Cuatro 

tipos de fosfolipasas han sido identificadas: A, B, C y D y son codificadas por 

dos genes, PLB1 y PLB2 (86). La principal actividad fosfolipasa se debe a la 

expresión del gen PLB1. Dicha expresión está regulada por factores 

nutricionales, medioambientales (temperatura, pH) y la fase de crecimiento de 

la levadura (88).  

II.12.3  Hemolisinas 

Existen variedad de estudios que abordan la producción de enzimas proteasas 

y fosfolipasas por varias especies de Candida, pero es poco lo que se sabe 

sobre la actividad hemolítica que pueden exhibir estos hongos (89). Manns et al 

fueron los primeros que describieron esta actividad en Candida cuando 

observaron el crecimiento de esta en agar sangre enriquecido con glucosa (90). 

La capacidad hemolítica es un importante factor de virulencia que permite a los 

hongos del género Candida adquirir hierro de los tejidos del hospedero el cual 

es usado para el metabolismo, crecimiento e invasión durante la infección. El 

hierro es un elemento esencial para la mayoría de los organismos, unicelulares 

o multicelulares. En humanos, este metal se encuentra en algunas proteínas, 

incluidas la hemoglobina. La habilidad de C. albicans para utilizar esta proteína 

como fuente de hierro fue descrita por Mors et al.  El primer paso de la 

infección por C.albicans in vivo involucra la unión del hongo a los eritrocitos a 

través de receptores del sistema del complemento, el segundo paso 

corresponde a la producción por Candida del factor hemolítico que induce la 

lisis de los eritrocitos, este factor con frecuencia incumbe a una manoproteína 

que se encuentra en la superficie del hongo. Sin embargo, a pesar de estos 

descubrimientos, el mecanismo y la base molecular de la hemólisis que 

produce Candida aún es desconocido (91). 
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III    Material y método 
 

III.1  Diseño general del estudio 

Se realizó un estudio descriptivo analítico en el Laboratorio Nacional de 

Referencia de Microbiología (IPK) desde mayo 2017 hasta octubre 2018. 

El universo estuvo constituido por 19 aislados clínicos de Candida, divididos 

según la especie, provenientes de pacientes con otomicosis. 

Tabla III.1 Aislados de Candida por especies que se utilizaron en el 

estudio de susceptibilidad usando el método comercial ATB FUNGUS 3. 

IPK 2015 

Especies 

Candida parapsilosis           n=12 

Candida albicans                  n=2 

Candida famata                     n=2 

Candida tropicalis                   n=3 

    Total                                        N=19 

 

III.2  Descripción de técnicas y procedimientos  

Los aislados preservados en el medio de conservación para levaduras 

(solución salina 0,9%) se inocularon por estrías en dos tubos de agar dextrosa 

Sabouraud (ADS) y se incubaron en aerobiosis a 37 ̊C de 36-72 horas. Las 

tapas de los tubos se ajustaron para que el cultivo tuviera una adecuada 

aireación. Una vez que se detectó crecimiento, se procedió a valorar el mismo 

y fueron considerados positivos aquellos en el que el examen macroscópico se 

observó un crecimiento coincidente con las estrías de inoculación y se 

obtuvieron colonias con morfología característica de hongos levaduriformes 

III.2.1  Examen microscópico del cultivo 

Se usó para cada cultivo un portaobjetos, se tomó una pequeña asada de la 

colonia y se diluyó  en una gota de agua destilada y se observó al microscopio 

óptico a 10x (92).  
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III.2.2 Interpretación  

Se evaluó la pureza del cultivo y la presencia de blastoconidias  

III.3  Determinación de la susceptibilidad antifúngica in vitro para 

levaduras por el método de referencia  

Se realizó siguiendo las pautas del método de microdilución en medio líquido, 

método de referencia indicado por el CLSI en el documento M27-A3 (93). Para la 

confirmación de la técnica se usaron cepas controles pertenecientes a la 

colección de hongos patógenos del IPK (anexo 1). Los aislados se evaluaron 

frente a 5FC, AMB, FCZ, ITR y KTZ. 

III.3.1  Lectura de los resultados (lectura visual) 

Se observó la ausencia o presencia de un crecimiento visible en cada pocillo 

donde se inoculó el aislado y se comparó este con el pocillo donde se inoculó 

la cepa control. Para azoles y 5FC: la CMI fue la concentración más baja de 

antifúngico que produjo una reducción aparente del crecimiento de la levadura 

(≥50%), comparada con el crecimiento control después de 48 h de incubación. 

Para AMB, la CMI  fue la concentración más baja de antifúngico que inhibió el 

crecimiento de la levadura, o lo que es lo mismo, que produjo una reducción del 

100% del crecimiento (68). 

III.3.2  Interpretación de los resultados  

Para FCZ se utilizaron los puntos de corte especie específicos brindados por el 

CLSI para C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis (anexo 2). 

Para C. guilliermondii y C. famata el CLSI no ha presentado puntos de corte 

especie específicos por lo que se tuvieron en cuenta los rangos de CMI 

recomendados por esta institución en el documento M27- A3 (93). 

Para el ITR el CLSI no ha brindado puntos de corte especie específicos  para 

las diferentes especies de Candida, se tomaron en cuanta los rangos de CMI 

indicados por el CLSI (anexo 2) (93). Para 5FC se consideró sensible una CMI ≤ 

4 µg/mL, intermedio una CMI  entre 8 y 16 µg/mL y resistente una CMI ≥ 32 

µg/mL(68).  . 
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La CMI para AMB se sitúa en un rango estrecho que oscila entre 0,25 a 1,0 

µg/mL, cuando se obtienen CMI con valores mayores a 1 µg/mL en aislados de 

Candida, es probable que estos sean resistentes (93). 

Para el KTZ una CMI ≥ 4 µg/mL se consideró resistente (94). 

Al obtenerse estos resultados se compararon con los resultados obtenidos 

previamente en el estudio de susceptibilidad realizado con el método comercial 

ATB FUNGUS 3 y para comparar la concordancia entre ambos estudios  se 

utilizó el índice de Kappa. 

Se interpretaron los valores de Kappa (k) obtenidos tomando como referencia 

la siguiente escala (101)
. 

Valoración del índice Kappa 

Valor de k Fuerza de la concordancia 

< 0,20 Pobre 

O,21- 0,40 Débil 

0,41- 0,60 Moderada 

0,61- 0,80 Buena 

0,81- 1, 00 Muy buena 

 

III.4  Técnicas y procedimientos para la determinación de los factores de 

virulencia.  

III.4.1  Preparación del inóculo  

Se preparó una suspensión en agua destilada estéril a partir de cultivos de 24 

horas incubados a 37°C; su concentración se midió en cámara de Neubauer y  

se ajustó a 107 cel/mL(95, 96). Esta suspensión se empleó como inóculo en las 

siguientes pruebas para la evaluación de la actividad enzimática.  

III.4.2  Detección de la actividad fosfolipasa   

La actividad fosfolipasa se reveló mediante el uso de un medio agarizado 

suplementado con yema de huevo como fuente lipídica (95) cuya composición 

fue la siguiente: Agar malta (BIOCEN, Cuba) 22,5 g, NaCl (Oxoid, Reino Unido) 

29,2 g, CaCI2 (Merck, Alemania) 0,28 g,  emulsión de yema de huevo 10 mL y 

agua destilada 490 mL. 
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La emulsión de yema de huevo (5 mL de yema de huevo y 5 mL de agua 

destilada estéril) se añadió al resto de los componentes del medio previamente 

esterilizados en autoclave y enfriados por debajo de 50°C. Por último se 

homogenizó y dispensó en placas de Petri las cuales fueron inoculadas 

dejando caer 5 µL del inóculo preparado en las placas con el medio de cultivo, 

sin hacer estrías por agotamiento, ni siembra circular. Las placas se incubaron 

a 37°C durante 6 días. La formación de un halo de turbidez alrededor del sitio 

de inoculación de la colonia indicó actividad fosfolipasa. Los resultados se 

expresaron mediante el valor Pz, que es la relación entre el diámetro (en mm) 

de la colonia y el diámetro de la colonia más el halo de precipitación debido a la 

acción de la enzima sobre los fosfolípidos contenidos en el medio (95, 97). La 

actividad fosfolipasa se interpretó como positiva cuando la zona de 

precipitación se hizo visible alrededor del crecimiento y se establecieron los 

siguientes rangos de actividad (según el valor de Pz): 1 (negativo); 0,35-0,50 

(alta producción); 0,51-0,74 (moderada producción) y 0,75-0,99 (baja 

producción) (95). Los ensayos se realizaron por duplicado y como valor de la 

actividad enzimática se tomó el promedio de las dos medidas. 

III.4.3 Detección de la actividad proteinasa   

La actividad proteinasa se reveló en un medio agarizado rico en albúmina 

sérica bovina como fuente proteica (95) y su  composición fue la siguiente: Base 

de carbono para levaduras (Difco, EUA) 11,7 g, extracto de levadura (Difco, 

EUA) 0,1 g, albúmina sérica bovina (Sigma-Aldrich, EUA) 2 g, agar 16 g y agua 

destilada 1000 mL.  

El agar se disolvió en 800 mL de agua destilada y esterilizado en autoclave; 

una vez enfriado se le añadió el resto de los componentes esterilizados por 

filtración (0,22 µm). Por último se dispensó el medio en placas de Petri las 

cuales fueron inoculadas dejando caer 5 µL del inóculo en las placas con el 

medio de cultivo, sin hacer estrías por agotamiento, ni siembra circular. Las 

placas se incubaron a 37°C durante 6 días. La formación de un halo 

trasparente alrededor de la colonia indicó actividad proteinasa. La actividad 

enzimática se midió como el diámetro del área lítica alrededor del crecimiento y 

se evaluó como no producción cuando no se hizo visible el área de lisis, 
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moderada producción cuando el diámetro del halo fue de 1-2 mm y alta 

producción cuando fue mayor de 2 mm (95). Los ensayos se realizaron por 

duplicado y el valor de la actividad enzimática correspondió al promedio de las 

dos medidas.   

III.4.4  Determinación de la actividad hemolítica  

La actividad hemolítica fue evaluada siguiendo la metodología descrita por Luo 

et al (89). Utilizando placas con agar Sabouraud suplementado con 3% de 

glucosa y 7% de sangre de carnero. Se inocularon 5 µL de una suspensión de 

cada cepa ajustada al 1 en la escala de turbidez de Mac Farland (3x108 

cels/mL) y se incubaron a 37 ̊C durante 48h con un 5% de CO2.  La presencia 

de un halo traslucido alrededor de la colonia se tomó como indicador de 

actividad hemolítica positiva. Se utilizaron la cepa de Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 como control positivo y la cepa C. parapsilosis ATCC 22019 como 

control negativo. Los resultados se expresaron mediante el índice Pz y los 

aislamientos se clasificaron como no productores (Pz=1), productores 

moderados (0.64≤0.69) y altos productores Pz ≤ 0.63 (98). Se realizaron dos 

réplicas por aislamiento y el índice de actividad correspondió a la media 

aritmética de ambos valores. 

III.5   Procesamiento y análisis de los resultados   

Partiendo de la planilla de los resultados de laboratorio se elaboró una base de 

datos usando los sistemas Microsoft Office Access 2007, esto permitió realizar 

el análisis (descriptivo y analítico) de las variables. Se halló el grado de 

concordancia de los perfiles de sensibilidad entre los dos métodos calculando 

el índice de Kappa usando el programa Epidat con un nivel de confianza del 

95%. Todos los resultados (descriptivos y analíticos) se expresaron mediante 

tablas y gráficos usando el programa Microsoft Office Excel 2003. En cada 

variable se analizó la posible causa de los resultados y estos se comparon con 

los encontrados en la literatura de nacional e internacional. 

III.6  Consideraciones éticas 

En el estudio no se utilizó el consentimiento informado de los pacientes, ya que 

se trabajó con aislados micóticos obtenidos de pacientes con otomicosis en el 

Hospital Clínico Quirúrgico ¨ Manuel Fajardo ¨ conservados en el Laboratorio 
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Nacional de Referencia, pero se tuvieron en cuenta los principios de la bioética 

de beneficencia y justicia manteniendo la discreción requerida con la identidad 

de cada persona. 

El protocolo de la investigación fue evaluado por la Comisión Científica 

Especializada de Microbiología y el Comité de Ética de las Investigaciones del 

IPK, según lo normado en el Departamento Bacteriología-Micología del Instituto 

de Medicina Tropical ¨Pedro Kourí¨. 

El proyecto se realizó como parte del trabajo para la obtención del título de 

Máster en Bacteriología-Micología del Dr. Javier Martínez Alfonso, especialista 

de primer grado en Medicina General Integral y de primer grado en 

Microbiología. 

Debido al riesgo individual que enfrentó el trabajador del laboratorio, el peligro 

que representó para la comunidad y el medio ambiente, la naturaleza propia de 

los agentes en cuanto a su patogenicidad y virulencia reconocidas, se tuvieron 

en cuenta las prácticas, procedimientos y equipos de seguridad que 

corresponden al nivel de seguridad biológica II (NSB-2) y se aplicaron las 

medidas que permitieron garantizar la seguridad del investigador y la integridad 

de la comunidad y el ambiente.  

El trabajo con los microorganismos involucrados en el estudio constituyó un 

riesgo individual moderado y comunitario limitado.  

El LNR es un laboratorio convencional que satisface los requisitos mínimos 

indispensables para el trabajo con gérmenes patógenos, diseñado para el 

trabajo con agentes de los grupos de riesgo I y II. Cuenta con los equipos y 

materiales correspondientes para el trabajo con hongos patógenos. 
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IV- Resultados y discusión 

La necesidad de contar con pruebas de susceptibilidad antifúngica 

reproducibles se ha incrementado por el aumento del número de  infecciones 

por hongos, la expansión del uso de nuevos antimicóticos y de aquellos ya 

establecidos y el reconocimiento de la resistencia antifúngica como un 

importante problema de salud (99). Los métodos de referencia M27-A del CLSI y 

el E.Def 7.1 del EUCAST permiten determinar la concentración mínima 

inhibitoria (CMI) frente a las levaduras. Ambos estándares son fiables, 

reproducibles y muy útiles para la vigilancia epidemiológica. Gracias a ellos se 

puede conocer el perfil de sensibilidad de las distintas especies y, de esa 

forma, elegir el tratamiento inicial más adecuado. Sin embargo, la realización 

de estas técnicas es onerosa y muy laboriosa, por lo que su implementación se 

ve limitada en los laboratorios clínicos (71). 

 
A la par de esto, las técnicas comerciales para realizar estudios de 

susceptibilidad se han implementado. Estos métodos son muy útiles para 

conocer la resistencia de las levaduras a los azoles o a las equinocandinas y 

pueden emplearse para instaurar el tratamiento antifúngico más adecuado en 

cada paciente. Los expertos aconsejan utilizar técnicas con validación clínica  y 

confirmar las resistencias mediante los procedimientos de referencia en caso 

de detectar cepas con resistencia in vitro (81). 

En el presente estudio se parte de un universo conformado por 19 aislados de 

Candida procedentes de pacientes con otomicosis con pruebas de 

susceptibilidad antifúngicas realizadas por el método comercial ATB FUNGUS 

3. Todos estos aislados fueron susceptibles a AMB, 5FC, ITZ, FCZ y VRZ. El 

estudio de susceptibilidad antifúngica se realizó por segunda ocasión, esta vez 

utilizando el método de referencia indicado por el CLSI, plasmado en el 

documento M27 A-2, y se compararon ambos resultados calculando el grado 

de concordancia entre ambos métodos utilizando el índice de Kappa. 

En los estudios que tratan de evaluar la validez de una medida se comparan 

sus resultados con los obtenidos mediante una prueba de referencia que se 

sabe válida y fiable para la medición del fenómeno de interés (100). La 
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concordancia entre variables es de sumo interés en la práctica clínica habitual y 

las técnicas de análisis dependen del tipo de variable a estudiar. El índice 

estadístico más utilizado para la comparación de variables cualitativas es el 

índice de Kappa (100, 101). 

IV.1  Estudio de susceptibilidad 

Los 12 aislados de C. parapsilosis del presente estudio, hubo 100% de 

susceptibilidad frente a 5FC, AMB, FCZ y KTZ; dos fueron resistentes al ITZ 

(16,6%).  

Uno de los tres aislados de C. tropicalis fue sensible a todos los antifúngicos, 

dos fueron resistente al ITZ y a FCZ y un aislado resistente a todos los azoles 

probados en el estudio (75%).  

Los dos aislados C. famata (100%) y uno de los dos de C. albicans fueron 

susceptibles a todos los antifúngicos (50%). Un aislado de C. albicans fue 

resistente a KTZ (50%). 

Las CMI obtenidas para 5FC fluctuaron entre 0,1 y 4 µg/mL, para AMB fueron 

entre 0,5 y 0.03 µg/mL, FCZ presentó rangos de CMI para C. parapsilosis,          

C. tropicalis y C. albicans entre 4 y 0,03 µg/mL, para C. famata entre 1 y 2 

µg/mL, el rango de CMI obtenido para ITZ estuvo entre 0,5 y 0,03 µg/mL y KTZ 

mostró un rango entre 8 y 0,03 µg/mL. 

IV.1.1  Estudio de susceptibilidad frente a Fluocitosina 

En cuanto a los resultados de susceptibilidad por especies, C. parapsilosis para 

5FC presentó un rango de CMI entre 0,12 y 4 µg\mL, el 100% de estos 

aislados fue sensible para este antifúngico (tabla IV.1), siendo este resultado 

similar al informado por varios autores (15, 102-104)
.  Estos resultados difieren con 

un estudio de vigilancia de la resistencia en EUA del 2003 (105) quienes 

informan un 2% de resistencia y difiere aún más con el informe de otro estudio 

realizado en el año 1975 donde se describe una  resistencia del 23% de los 

aislados de este hongo al  antifúngico en cuestión (106). 
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La monoterapia con 5FC está contraindicada ya que incrementa la posibilidad 

de la aparición de la resistencia principalmente durante la administración 

prolongada tal como ocurre durante el tratamiento de la endocarditis (57, 79).  

Los aislados de C. parapsilosis utilizados en el presente estudio no han estado 

en contacto con 5FC, esto quizás explicaría la falta de resistencia de esta 

especie al antifúngico en cuestión.  

En Cuba no existen trabajos que evalúen la resistencia de C. parapsilosis a 

5FC por el método de referencia. 

Tabla IV.1 Susceptibilidad y valores de concentraciones mínimas 

inhibitorias en los aislados de Candida a fluocitosina. IPK 2018 

Especies 

CMI (µg\mL) 

R I S 

64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 

Candida 
parapsilosis 

n=12 
- - - - 8,4% - - 25% 25% 41,6% - - 

Candida 
albicans 

n=2 
- - - - - - - - 100% - - - 

Candida 
famata 

n=2 
- - - - 50% - - - - 50% - - 

Candida 
tropicalis 

n=3 
- - - - - - - - 75% 25% - - 

 

Leyenda: S- Sensible I- Intermedio R- Resistente 

Los dos aislados de C. albicans fueron sensibles, un trabajo realizado en Cuba 

en 1997 con 50 aislados de muestras diversas y que utilizó los mismos criterios 

de resistencia y sensibilidad que el presente estudio (107) aplicó dos métodos de 

lectura diferentes: en la lectura visual, el 90% de las cepas fueron sensibles, el 

2% presentó sensibilidad intermedia y el 8% fue resistente y en la lectura 

automatizada el 92% de esas cepas fueron sensibles, el 2% presentó 

sensibilidad  intermedia y el 6% resistente. Zhang et al en 2014 en China (15), 

en 625 aislados de C. albicans de muestras clínicas diversas encontró solo 

4,4% de resistencia de esta especie a 5FC.   
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El resultado del trabajo cubano confirmó la alta sensibilidad que presenta        

C. albicans a este antifúngico en Cuba, sin embargo, el número de aislados en 

el presente estudio no permite arribar a estas conclusiones.  

Los dos aislados de C. famata fueron  sensibles, Pfaller et al en EUA (108) en 

2014, en cuatro aislados de pacientes con candidemia informan similar  

resultado. Este mismo autor, en un estudio del 2003 (109), de 10 aislados 

estudiados, informa uno resistente. Ozcelik et al en Turquía (110) en aislados de 

pacientes con cáncer no informa resistencia de este hongo a 5FC.  

Tres aislados de C. tropicalis fueron susceptibles a 5FC (100%), resultado 

similar a lo informado por Pfaller (108) y Ozcelik et al (110) pero que difiere a lo 

informado por St-Germain et al (111) en Canadá, quienes en 21 aislados de  

pacientes con candidemia  encontraron 9,5% de resistencia. 

La resistencia a 5FC está bien determinada en varias especies de Candida e 

incluye mutaciones en los genes FCY2, FCY1 y FUR1, estos genes codifican 

para la citosina permeasa, citosina desaminasa y la uracilfosforiltransferasa 

respectivamente. Varios patrones de susceptibilidad disminuida han sido 

identificados dependiendo de la mutación presente. En general, mutaciones en 

el gen FCY2 dan como resultado, en los estudios de susceptibilidad, CMI > 0,5 

µg\mL pero < de 8 µg\mL y las mutaciones en los genes FCY1 y FUR1 dan 

como resultado CMI ≥ de 32 µg\mL por lo que es poco probable que las cepas 

que presenten CMI ≤ 0,5 µg\mL posean alguna de las mutaciones descritas 

anteriormente (112). Los genes que codifican estas enzimas contribuyen a la 

aparición de resistencia cruzada con FCZ (79). 

En el presente estudio, un aislado de C. parapsilosis (8,4%) y uno de C. famata 

(50%) presentan una CMI de 4 µg\mL, pudiendo estar presente en estos 

aislados la mutación descrita para el gen FCY2, resultado que debe ser  

confirmado  por métodos moleculares. 

En la literatura consultada aparecen pocos estudios que hagan la comparación 

de resultados obtenidos entre el método de referencia y el método comercial 

ATB FUNGUS 3, Zhang et al (113) en China compara los resultados obtenidos 

con el ATB FUNGUS 3  mediante lectura automatizada y lectura visual con los 
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obtenidos con el método de referencia con un resultado similar al del presente 

estudio. 

De manera general, los resultados del estudio de susceptibilidad para 5FC por 

el método comercial y los resultados del estudio por el método de referencia 

para los 19 aislados del presente estudio presentaron un valor de k= 1 con un 

valor de p= 0,00, valor que de acuerdo a la escala de concordancia, muestra 

una concordancia total (tabla IV.2). 

Tabla IV.2 Resultados del estudio de concordancia entre el método de 

estudio de susceptibilidad comercial ATB FUNGUS 3 y el método de 

referencia del CLSI en los aislados de Candida a fluocitosina. IPK 2018 

 

IV.1.2  Estudio de susceptibilidad frente a Anfotericina B 

En el estudio de susceptibilidad de los aislados de C. parapsilosis frente a 

AMB, el 100% fue susceptible (tabla IV.3). Fernández et al (114) en Cuba, en 12 

aislados orofaringeos de pacientes VIH/Sida no informa resistencia. Este 

resultado es similar al informado por Benjelloul en Argelia (115) y Zhang et al en 

China (15) en muestras clínicas diversas. En la literatura consultada múltiples 

estudios presentaron igual resultado (102, 111, 116-118). Ataides et al en Brasil (119) al 

utilizar el método Etest, de 78 aislados de C. parapsilosis informa resistencia 

solo en uno y Lochart et al en EUA (120), con igual metodología, de 778 aislados 

encontró uno resistente a este antifúngico.  

En la vigilancia de la resistencia antifúngica en EUA del año 2003 (105) se 

informó una resistencia de 2%. Se han reportado casos de resistencia de        

C. parapsilosis in vivo en pacientes tratados con AMB (121, 122). 

Especies Concordancia (k) Valor de p 

C. parapsilosis 1 0,00 

C. famata 1 0,04 

C. albicans 1 0,04 

C. tropicalis 1 0,01 
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Los dos aislados de C. albicans fueron susceptibles. Fernández et al en 

Cuba(123) en 1998, informa que de 39 estudiados solo uno fue resistente, este 

mismo autor en un estudio de 2007 en 12 aislados no detecta  resistencia. Un 

estudio en Nepal (124) informa que el 97,2% de los aislados de C. albicans de 

pacientes con candidemia fue sensible a AMB. En el estudio de vigilancia  de 

2003 en EUA (105), en 773 aislados estudiados de este hongo no se halla 

resistencia a AMB. Igual resultado publica un estudio de vigilancia en Brasil(125).  

Tabla IV.3 Susceptibilidad y valores de concentraciones mínimas 

inhibitorias en los aislados de Candida a anfotericina B. IPK 2018 

Especies 

CMI (µg\mL) 

R S 

16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 

Candida 
parapsilosis 

n=12 
- - - - - 100% - - - - 

Candida 
albicans 

n=2 
- - - - - 100% - - - - 

Candida 
famata 

n=2 
- - - - - 100% - - - - 

Candida 
tropicalis n=3 

- - - - - 100% - - - - 

 

Leyenda: S- Sensible R- Resistente 

Este resultado difiere con el informe publicado por Sharifynia et al (126) en Irán, 

en este estudio realizado en 121 muestras respiratorias el 62,1% de los 

aislados fueron resistentes y los autores no esclarecen que mecanismo de 

resistencia pudiera estar involucrado en la disminución de la susceptibilidad de 

estos al antifúngico en estudio. 

Los dos aislados de C. famata fueron susceptibles. Ozcelik et al en Turquía (110) 

en igual número de aislados y Pfaller et al en EUA (109) en diez informan igual 

resultado. Yan et al (118) en EUA informan de un aislado resistente a este 

antifúngico. Beyda et al en Singapur hace una revisión de ocho artículos que 

describen la susceptibilidad de este hongo en 49 aislados obtenidos de 
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muestras clínicas diversas y no hallan resistencia, además hacen la 

recomendación de retirar el catéter endovenoso e imponer tratamiento con 

anfotericina B en aquellos casos en los que se sospeche fungemia por esta 

especie (127).  

El 100% de los aislados de C. tropicalis fue sensible. Fernández et al en Cuba 

(114) en 2007 en 10 aislados provenientes de pacientes VIH/Sida no informan 

resistencia a este antifúngico. Estos mismos autores, en un trabajo anterior 

realizado en 1998, usando una metodología diferente, en tres aislados de       

C. tropicalis tampoco encontraron resistencia (123). Coinciden estos resultados 

también con el informe publicado por Yesudhason et al en la India (128) quienes 

estudia 61 aislados de este hongo provenientes de muestras clínicas diversas y 

no detecta resistencia y con Yang et al en EUA (118) que de 163 aislados 

estudiados detectaron resistencia solo en uno y difieren con lo que informa un 

estudio realizado en Brasil en 2016 (129) donde se investigaron 63 aislados de               

C. tropicalis provenientes de ambientes costeros y 14 (22,6%) fueron 

resistentes. Baghdadi et al en Irán (130) también informan resistencia (16,7%) en 

diez aislados. 

El número limitado de aislados de C. tropicalis en el presente estudio no 

permite llegar a conclusiones.  

El desarrollo de resistencia adquirida a AMB en Candida es infrecuente sin 

embargo, algunos autores la han documentado. Un gran número de fallos 

terapéuticos con el uso de este antifúngico han sido asociados a C. lusitaniae.  

La principal alteración envuelta en la resistencia a los polienos se encuentra en 

las enzimas que participan en la biosíntesis del ergosterol. Mutaciones en los 

genes ERG2 y ERG3 que codifican para la enzima C-8 esterol isomerasa y la 

enzima ∆ desaturasa producen modificaciones cuantitativas y cualitativas en el 

contenido de esterol de la membrana influenciando en la cantidad de ergosterol 

o en su disponibilidad para la acción de este antifúngico (131). 

Se compararon los resultados de susceptibilidad frente al AMB del presente 

estudio con los obtenidos por el método comercial y se observó la 

concordancia máxima posible para todas las especies (tabla IV.4). A Igual 



                                                                                                                           RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 

35 
       

conclusión arriban Zhang et al en China (113) cuando comparan los resultados 

de los dos métodos. 

Tabla IV.4  Resultados del estudio de concordancia entre el método de 

estudio de susceptibilidad comercial ATB FUNGUS 3 y el método de 

referencia del CLSI en los aislados de Candida a anfotericina B. IPK 2018 

 

IV.1.3  Estudio de susceptibilidad frente a fluconazol 

En el estudio de susceptibilidad frente a FCZ se tomaron en cuenta los puntos 

de corte específicos para las especies C. parapsilosis, C. tropicalis y                

C. albicans. Para C. famata no existen puntos de corte específicos. 

De los 12 aislados de C. parapsilosis, dos fueron resistentes (16,6%), cuatro 

(33,3%) sensibles dependientes de la dosis y seis sensibles (66,7%) (Tabla IV. 

5) Fernández et al en Cuba en 2007 (114) no informan resistencia, este grupo de 

autores no utiliza los puntos de corte usados en el presente estudio.  Tosun et 

al en Turquía (132) informan que de 36 aislados de C. parapsilosis 97,2% fueron 

sensibles, sensibles dependientes de la dosis 2,8% y no informan resistencia. 

Baghdadi et al en Irán (130) tampoco informan resistencia, en este estudio 87,5% 

de los aislados fueron sensibles y el 12,5% presentó sensibilidad intermedia. 

La resistencia de C. parapsilosis a FCZ es infrecuente pero se han descrito 

casos en que la resistencia a este antifúngico se ha desarrollado después de 

una terapia prolongada, estas cepas pueden desarrollar resistencia a otros 

azoles y a las equinocandinas (133). Un estudio en Túnes evalúa a FCZ frente a 

172 aislados y detecta resistencia en el 5,4%, explican este hecho como una 

combinación de mecanismos moleculares que incluye la sobreexpresión del 

Especies Concordancia (k) Valor de p 

C. parapsilosis 1 0,00 

C. famata 1 0,04 

C. albicans 1 0,04 

C. tropicalis 1 0,01 
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gen ERG11 y de otros genes que codifican para las bombas de eflujo (CDR1, 

MDR1 y MRR1) (102). 

De los tres aislados de C. tropicalis, dos fueron resistente (CMI= 64µg\mL) y 

uno sensible.  Estos aislados, en el estudio de susceptibilidad realizado con el 

método comercial ATB FUNGUS 3 fueron sensibles. Fernández et al en Cuba 

(114) a pesar de no usar los puntos de corte utilizados en el presente estudio, en 

diez aislados provenientes de pacientes VIH/Sida no encuentran resistencia, al 

trasladar los valores de CMI obtenidos en dicho estudio a los valores de corte 

especie específicos que brinda el CLSI se mantiene el mismo resultado.  

Tabla IV.5 Susceptibilidad y valores de concentraciones mínimas 

inhibitorias en los aislados de Candida a fluconazol (Puntos de corte 

específicos del CLSI) para Candida parapsilosis y Candida tropicalis. IPK 

2018 

Especies 

CMI (µg\mL) 

R SDD S 

64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 

Candida 
parapsilosis 

n=12 

- 16,6% - - 33,3% 8,3% 33,% 8,3% - - - - 

Candida 
tropicalis 

n=3 

66,6% - - - - 33,3 - - - - - - 

 

Leyenda: S- Sensible SDD- Sensible dependiente de la dosis R- Resistente 

Un estudio en Irán (130), en 12 aislados informa tres sensibles (25%), cuatro 

dependiente de la dosis (33,3%) y cinco resistentes (41,6%).   

En comparación con otras especies de Candida, es poco lo que se conoce 

sobre la relación entre C. tropicalis y los mecanismos de resistencia a los 

azoles. Un estudio de 52 aislados clínicos en China demostró sobreexpresión 

del gen ERG11 en aquellos que fueron resistentes a FCZ siendo esta 

sobreexpresión aún mayor en aquellos aislados que fueron resistentes también 

a ITZ y al VRC. Estos resultados también fueron reproducidos por un estudio 

en Corea que caracterizó nueve cepas de C. tropicalis resistentes a FCZ. La 

caracterización molecular de la resistencia de los aislados clínicos de               
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C. tropicalis a los azoles ha revelado alteraciones en las vías de biosíntesis del 

ergosterol. Un aislado resistente en Túnez presentó mutaciones en el gen 

ERG3 y ERG11, mutaciones implicadas en la disminución de la biosíntesis del 

ergosterol (134). 

El número de aislados de C. tropicalis en el presente estudio no permite 

obtener conclusiones sobre el comportamiento de la resistencia de este hongo 

a FCZ en Cuba pero su caracterización molecular ayudaría a comprender los 

posibles mecanismo envueltos y compararlos con los resultados de otras 

investigaciones. 

Los dos aislados de C. albicans fueron sensibles dependientes de la dosis 

(tabla IV.6). En Cuba, Fernández et al en 2007 (114), de 131 aislados estudiados 

informan sensibles 95,4%, sensibles dependiente de la dosis 3% y resistentes 

1,5%. Este informe no está realizado tomando en cuenta los  puntos de corte 

especie específicos que brinda el CLSI en la actualidad (81).  

Tabla IV.6 Susceptibilidad y valores de concentraciones mínimas 

inhibitorias en los aislados de Candida a fluconazol (Puntos de corte 

específicos del CLSI para Candida albicans). IPK 2018 

 

Leyenda: S- Sensible SDD- Sensible dependiente de la dosis R- Resistente 

Si se trasladaran esos resultados a los valores de los puntos de corte especie 

específicos de FCZ para C. albicans, los niveles de resistencia serían mayores 

al igual que los niveles de susceptibilidad dependiente de la dosis. Zhang et al 

en China (15), en 625 aislados de diferentes muestras, tomando en cuenta estos 

puntos de corte, encuentran 4,3% de resistencia pero no informan los aislados 

sensibles dependientes de la dosis. En este estudio, dentro de los aislados 

resistentes, cuatro presentaron resistencia cruzada con VRC. Para estos 

Especies 

CMI (µg\mL) 

R SDD S 

64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 

Candida 
albicans 

n=2 
- - - - 50% 50% - - - - - - 
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autores, la resistencia a los azoles en esta área geográfica y en Corea está 

correlacionada con el incremento del uso del FCZ y opina que la continua 

exposición impacta en la selección de las especies resistentes de Candida.  

Yenisehirli et al en Turquía (135) informan resistencia de C. albicans a FCZ de 

34% en 201 aislados de muestras clínicas diversas, estos autores encuentra 

diferencias entre su estudio y otros realizados con anterioridad en la misma 

área geográfica que muestran tasas de resistencia mucho menores y explica 

este hecho proponiendo varias explicaciones: las variaciones en las tasas de 

resistencia pueden ser el resultado de diferencias entre las poblaciones 

estudiadas, exposición previa a los azoles y diferentes valores de puntos de 

corte. Este autor refiere que las tasas de resistencia en aislados de C. albicans, 

con los nuevos puntos de corte que brinda el CLSI, son más altas que las 

informadas con anterioridad.  

La resistencia a los azoles ha sido estudiada muy ampliamente en C. albicans. 

Uno de los mecanismos identificados son las mutaciones en el gen ERG11, 

Otro mecanismo involucrado es la sobreexpresión de este mismo gen debido a 

la activación de mutaciones que modifican el regulador transcripcional-cluster 

de zinc Upc2p, este es un regulador de la expresión de ERG11, las mutaciones 

y la sobreexpresión de este gen producen un incremento de la producción de 

ergosterol y trae como consecuencia una disminución de la susceptibilidad a 

FCZ (134). 

Uno de los aislados de C. famata fue sensible y el otro sensible dependiente de 

la dosis (tabla IV.7). Ozcelik en Turquía (110) en dos aislados de pacientes con 

cáncer y Yang en et al EUA (118) en aislados de muestras clínicas diversas no 

informan resistencia, sin embargo, Pfaller et al en EUA en diez aislados 

provenientes de pacientes con candidemia informan resistencia en cuatro (109). 

Beyda et al en Singapur (127) en una revisión de artículos informan reducción de 

la susceptibilidad de esta especie a los azoles y a las equinocandinas, sobre 

todo en aquellos casos en los que se existe el antecedente de exposición a 

estos antifúngicos. 
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Tabla: VI.7 Susceptibilidad y valores de concentraciones mínimas 

inhibitorias en los aislados de Candida famata a fluconazol. IPK 2018. 

 

Leyenda: S- Sensible SDD- Sensible dependiente de la dosis R- Resistente 

Al comparar los resultados obtenidos en el estudio de susceptibilidad por el 

método de referencia con los obtenidos para FCZ (tabla IV.8) podemos 

observar que para las especies C. famata y C. albicans se obtuvo la mayor 

concordancia posible, para C. parapsilosis la concordancia fue buena y para    

C. tropicalis la concordancia fue pobre. 

Tabla IV.8 Resultados del estudio de concordancia entre el método de 

susceptibilidad comercial ATB FUNGUS 3 y el método de referencia del 

CLSI en los aislados de Candida a Fluconazol. IPK 2018 

 

Zhang et al (113) informa en su estudio buena concordancia entre los dos 

métodos para el estudio de susceptibilidad de los aislados de Candida frente a 

FCZ cuando se hace lectura visual del ATB FUNGUS 3, no así cuando la 

lectura se hace de manera automatizada para las especies C. tropicalis y C. 

albicans. A igual conclusión llega Torres et al en España (136) al comparar el 

ATB FUNGUS 2 con el método de referencia. Debido al número limitado de 

muestras incluidas en el presente estudio no es posible llegar a conclusiones. 

Especies 

CMI (µg\mL) 

R SDD S 

64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 

Candida 
famata 

n=2 
- - - - 

- 
50% 50% - - - - - 

Especies Concordancia (k) Valor de p 

C. parapsilosis 0,66 0,001 

C. famata 1 0,04 

C. albicans 1 0,04 

C. tropicalis 0 1 
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IV.1.4  Estudio de susceptibilidad frente a Itraconazol 

Frente a ITZ, 8,3% de C. parapsilosis fue sensible y el 91,6% fue sensible 

dependiente de la dosis (tabla IV.9). Jerez et al en Cuba (137) no informa 

resistencia en dos aislados provenientes de la cavidad oral de pacientes 

VIH/Sida  

Tabla: IV.9 Susceptibilidad y valores de concentraciones mínimas 

inhibitorias en los aislados de Candida a Itraconazol. IPK 2018 

 

Leyenda: S- Sensible SDD- Sensible dependiente de la dosis R- Resistente 

Zhang et al en China (15) tampoco informa resistencia en 12 aislados de 

muestras diversas. Baghdadi et al en Irán (130) informa en 16 aislados 37,5% 

sensible y 62% sensible dependiente de la dosis. Estos resultados difieren con 

el estudio realizado por Ostrosky et al en EUA (105), estos autores estudiaron 

391 aislados obtenidos de pacientes con candidemia y detectaron resistencia 

en el 4% de estos. También difiere con Arias et al en España (138), quienes 

informan 1,5% de resistencia. Los mecanismos de resistencia a los azoles 

fueron antes explicados durante la discusión de los resultados frente a FCZ. 

Uno de los dos aislados de C. albicans fue sensible y el otro fue sensible 

dependiente de la dosis (tabla 10). Jerez et al en Cuba (137) al estudiar 132 

aislados provenientes de la cavidad oral de pacientes VIH/Sida informa 94% 

sensible, 3,7% sensibles dependiente de la dosis y 2,2% de resistencia. Zhang 

et al en China(15), de 625 aislados informa solo 1,3% de resistencia, estos 

Especies 

CMI (µg\mL) 

R SDD S 

16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 

Candida 
parapsilosis 

n=12 
- - - - - 50% 41,6% 8,3 - - 

Candida 
albicans 

n=2 
- - - - - 50% 50% - - - 

Candida  
famata 

n=2 
- - - - - - 100% - - - 

Candida 
tropicalis 

n=3 

75% - - - - - 25% - - - 
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resultados difieren con lo informado por Yenisehirli et al en Turquía (135), este 

autor informa 21% de resistencia en 221 aislados. En este estudio se encuentra 

también una resistencia alta de C. albicans a FCZ (34%). Existen estudios que 

han documentado que la disminución de la susceptibilidad a FCZ está asociada 

a una disminución de la susceptibilidad a otros azoles indicando existencia de 

resistencia cruzada en Candida para este grupo de antifúngicos (135).  

En el presente estudio los dos aislados de C. albicans presentaron 

susceptibilidad dependiente de la dosis a FCZ y a ITZ y este hecho pudiera 

indicar existencia de resistencia cruzada a estos dos antifúngicos. Esta 

evidencia debe ser probada con estudios de biología molecular 

El estudio de susceptibilidad para C. famata se comportó de la siguiente 

manera, los dos aislados fueron susceptibles dependiente de la dosis. Jerez et 

al en Cuba (137) informa de un aislado sensible. Pfaller et al en EUA (109) realiza 

el estudio en diez aislados y uno de ellos fue resistente. En la literatura 

consultada son pocas los investigaciones donde se hacen estudios de 

susceptibilidad a C. famata frente a ITZ. 

De los tres aislados de C. tropicalis, dos fueron resistente (CMI>16 µg\mL) y el 

otro sensible dependiente de la dosis (CMI> 0,25 µg\mL). Este resultado difiere 

con el estudio de Jerez et al en Cuba (137) quien informa dos aislados sensibles. 

Baghdadi et al en Irán (130) de 12 aislados que estudia informa cuatro (33,3%) 

sensibles y ocho (66,6%) resistentes. Zomorodian et al en Irán (13) informa una 

resistencia aún mayor, en 17 aislados detecta 11 resistentes (70,5%), uno 

sensible dependiente de la dosis (6%) y  cinco sensibles (29,4%). 

Llama la atención que los aislados de C. tropicalis que fueron resistentes a ITZ 

también fueron resistentes a FCZ. Esto pudiera guardar relación con la 

presencia de resistencia cruzada a los azoles, fenómeno comentado cuando se 

evaluó la susceptibilidad frente a FCZ. 

Los resultados del estudio de susceptibilidad frente al ITZ usando el método de 

referencia y los obtenidos con el método comercial, para las especies              

C. parapsilosis, C. famata y C. albicans (tabla IV.10) presentaron una 
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concordancia máxima no así para C. tropicalis para la cual se obtuvo una 

concordancia débil. 

Tabla IV.10 Resultados del estudio de concordancia entre el método de 

susceptibilidad comercial ATB FUNGUS 3 y el método de referencia de 

referencia del CLSI en los aislados de Candida a Itraconazol. IPK 2018 

 

Este resultado difiere con el informe de Zhang et al en China (113) quien 

encuentra buena concordancia entre los dos métodos cuando se hace lectura 

visual del ATB FUNGUS 3, no así con la lectura automatizada. Algunos autores 

discrepan con esta opinión y refieren que la lectura por espectrofotometría 

permite una mejor valoración de la CMI para los azoles ya que el fenómeno de 

crecimiento residual observado para estos antifúngicos no interfiere con este 

método de lectura (94). 

A pesar de la discordancia entre el resultado obtenido para el ITZ por el método 

comercial y el obtenido por el método de referencia para C. tropicalis esta no es 

estadísticamente significativa (p=0,27) debido quizás al número limitado de 

aislados utilizados en el estudio. 

De manera general, para todos los aislados del presente estudio, existió muy 

buena concordancia para 5FC y para AMB (k=1), al igual que para ITZ (k= 

0,89) y buena concordancia para FCZ (k=0,78). 

IV.1.4  Estudio de susceptibilidad frente a Ketoconazol 

Este antifúngico no se encuentra en el panel del ATB FUNGUS 3 y forma parte 

del Formulario Nacional de Medicamentos de Cuba encontrándose disponible 

para el tratamiento de la otomicosis. 

Especies Concordancia (k) Valor de p 

C. parapsilosis 1 0,00 

C. famata 1 0,04 

C. albicans 1 0,04 

C. tropicalis 0,33 0,27 
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Frente a KTZ todos los aislados de C. parapsilosis fueron sensibles con una 

CMI que fluctuó entre 0,03 y 0,25 µg\mL (tabla IV.11). Este resultado es similar 

con lo informado por Jerez et al en Cuba (137) en dos aislados provenientes de 

pacientes VIH/Sida y con Zomorodian et al en Irán (13) en 27 aislados de 

muestras clínicas diversas. En la literatura consultada no se encontraron 

estudios que informaran resistencia de C. parapsilosis a KTZ. 

Tabla IV.11 Susceptibilidad y valores de concentraciones mínimas 

inhibitorias en los aislados de Candida a Ketoconazol. IPK 2018 

Especies 

CMI (µg\mL) 

R S 

16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 

Candida 
parapsilosis 

n=12 

- - - - - - 50% - 33,3% 16,6% 

Candida 
albicans 

n=2 

- 50% - - - - - - 50% - 

Candida 
famata 

n=2 
- - - - - - - - 50% 50% 

Candida 
tropicalis  

n=3 
- - 50% 25% - - 25% - - - 

 

Leyenda: S- Sensible R- Resistente 

Uno de los aislados de C. albicans fue resistente y el otro sensible. Jerez et al 

en Cuba (137), en 122 aislados no encuentra resistencia al igual que Badiee et al 

en Irán(139) en 117 aislados. Zomorodian et al también en Irán (13) en 114 

aislados informa resistencia en dos (1,5%). Un estudio realizado en Nigeria (140) 

en 124 aislados provenientes de pacientes con infección genitourinaria mostró 

una tasa de resistencia de 37,1% y los autores no ofrecen una explicación 

sobre los mecanismos de resistencias que pudieran estar involucrados.  

Los dos aislados de C. famata fueron sensibles. Igual resultado informa Ozcelik 

et al en Turquía (110). En Cuba, Jerez et al (137) informa resistencia  en un 

aislado. En la literatura consultada se encontraron pocos trabajos que 

estudiaran la susceptibilidad de este hongo a KTZ. Esto quizás se deba a que  

C. famata es un hongo que se ha asociado a infecciones profundas e 
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infecciones asociadas al uso de catéteres (127) y el antifúngico en cuestión ha 

visto limitado su uso a tratamientos tópicos debido a su alta toxicidad (94). 

Un aislado de C. tropicalis fue resistente y dos sensibles. Jerez et al (137) en dos 

aislados no informa resistencia. Ozcelik et al en Turquía (110) en nueve aislados 

tampoco informa resistencia al igual que Goulart et al en Brasil (141) en diez 

aislados provenientes de pacientes con infección vulvovaginal. Múltiples son 

los trabajos que muestran alta susceptibilidad de C. tropicalis a KTZ sin 

embargo, existe el reporte de un brote de fungemia en 1999 por este hongo 

durante profilaxis con KTZ en tres niños y tres adultos en el Instituto Nacional 

del Cáncer en la ciudad de Bratislava (142).  

KTZ fue el primer antifúngico de amplio espectro disponible para el uso por vía 

oral para el tratamiento de las micosis profundas y superficiales. Las evidencias 

de hepatotoxicidad que surgieron en el primer año de su aprobación además 

de serios efectos colaterales que incluían alteraciones endocrinas, 

interacciones medicamentosas severas y muertes hicieron que se hiciera una 

revisión de este antifúngico en 2011. Debido a esto, KTZ oral fue retirado del 

mercado en Europa y Australia en 2013 y EUA impuso requerimientos estrictos 

para su prescripción. En la actualidad solo está indicado para las micosis 

endémicas cuando no existe otra alternativa. Sin embargo, su uso tópico es 

efectivo, seguro y ampliamente prescrito para las micosis superficiales siendo 

la primera línea del tratamiento de la pitiriasis versicolor (143). 

IV.1.6  Patrones de resistencia obtenidos en el estudio de susceptibilidad 

En el presente estudio fueron resistentes a un antifúngico dos aislados de       

C. parapsilosis y un aislado de C. albicans; a dos antifúngicos un aislado de C. 

tropicalis y a tres antifúngicos otro aislado de C. tropicalis, pudiendo estar 

presente en esta última especie el fenómeno de resistencia cruzada a los 

azoles, hecho que debe probarse por métodos moleculares (figura 1). 

Existen múltiples investigaciones que abordan la resistencia antifúngica en 

Candida pero la mayoría a partir de las implicaciones que tiene este fenómeno 

en el tratamiento y el pronóstico de las micosis invasivas (18, 144, 145). 

Yesudhason et al en la India (128) en 61 aislados de este hongo provenientes de 
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muestras diversas encuentra alta resistencia a FLZ, ITZ y KTZ. La resistencia a 

los azoles en esta especie ha sido bien documentada, especialmente al 

fluconazol. Varios estudios han demostrado un incremento en la prevalencia y 

en la incidencia de la resistencia antifúngica en C. tropicalis así como un 

incremento en la morbilidad y mortalidad causadas por este patógeno en 

pacientes hospitalizados (128). 

 

Figura IV.1 Patrones de resistencia obtenidos en 19 aislados de Candida 

provenientes de pacientes con otomicosis a fluocitosina, anfotericina B, 

fluconazol, itraconazol y ketoconazol. IPK 2018.  

Leyenda: S- Sensible R1- Resistente a un antifúngico R2- Resistente a dos 

antifúngicos R3- Resistente a tres antifúngicos  

En el presente estudio la resistencia antifúngica a dos y a tres antifúngicos 

presentó diferencia estadística significativa (p=0,04 y p=0,04) en C. tropicalis 

con respecto al resto de las especies, pero el número limitado de aislados no 

permite generalizar las conclusiones. Existe el consenso de que el incremento 

en el uso de esta droga es la causa principal de la tendencia ascendente de las 

infecciones por  las especies no albicans, sin embargo, estudios que develen 

los mecanismos moleculares que expliquen este fenómeno aún son 

necesarios(146).  
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IV.2  Estudio de la actividad enzimática  

Las especies comensales de Candida pueden tornarse patógenas para el 

hombre si el balance de la microbiota es alterado. La patogenicidad dependerá 

de factores tales como: estado inmunitario del hospedero, carga parasitaria y 

virulencia fúngica. Estos facilitan la invasión a los tejidos y evasión de las 

defensas del huésped (147). 

Entre las propiedades de la especie Candida que expliquen esta patogenicidad 

se encuentran diferentes factores de virulencia tales como: adherencia a los 

sustratos, formación del tubo germinativo, variabilidad fenotípica y genotípica, 

producción de toxinas y enzimas extracelulares (147, 148). La expresión de estos 

factores puede variar de acuerdo a la especie infectante, el área geográfica, el 

sitio, gravedad de la infección y reacción del hospedero. Entender estos 

elementos así como su relación con la patogenicidad puede convertirse en la 

herramienta principal que ayude a descubrir nuevas dianas para las drogas 

antifúngicas y así mejorar los esquemas terapéuticos existentes (148). 

En el presente estudio se realizó la determinación de producción de enzima 

fosfolipasa, proteinasa y hemolisina a los 19 aislados de Candida incluidos en 

la investigación (figura 2). Los dos de C. albicans (10,5%) fueron productores 

muy fuertes de enzima fosfolipasa (Pz= 0,41 y 0,42). El resto de los aislados 

fue no productor (89,4%). En cuanto a la producción de enzima proteinasa: Un 

aislado de C. parapsilosis (5,2%) fue alto productor, uno de C. famata, uno de 

C. parapsilosis y los tres aislados de C. tropicalis fueron productores 

moderados (26,3%), el resto de los aislados (15,7%) no reveló producción de 

esta enzima. Todos los aislados (100%) mostraron producción de hemolisinas 

(Pz< 0,69). 

IV.2.1  Producción de enzima fosfolipasa 

Los 12 aislados de C. parapsilosis fueron no productores de enzima 

fosfolipasa. Este resultado concuerda con lo informado por Ramos (149) y Riceto 

et al (98) en Brasil en 16 aislados de candidiasis cutánea y diez aislados de 

muestras clínicas diversas respectivamente. Otros autores (150-152) publican un 

resultado similar. Ping et al en China (153) informa un resultado diferente, en 20 
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aislados de muestras clínicas diversas el 90,5% exhibió producción de 

fosfolipasa. 

Si bien la presencia o no de esta enzima ha demostrado que afecta la 

virulencia de C. albicans, su papel en la patogenia del complejo C. parapsilosis 

permanece vago. En estudios que comparan esta actividad enzimática entre 

aislados sistémicos y aislados cutáneos, algunos investigadores encuentran 

alta positividad solo en aislados sistémicos y otros solo en aislados de micosis 

superficiales. Algunos autores atribuyen estas diferencias al medio utilizado 

para medir la actividad enzimática, a un número de muestras insuficiente o a 

variaciones biológicas inherentes a los aislados siendo este último elemento el 

más importante de todos. La producción de fosfolipasa parece no estar 

asociada a la invasividad de C. parapsilosis (153).  

 

 

Figura IV.2 Distribución de la producción de hemolisina, fosfolipasa y 

proteinasa en 19 aislados de Candida provenientes de pacientes con 

otomicosis. IPK 2018. 

De las cuatro fosfolipasas que secreta C. albicans, fosfolipasa B (FB) es la más 

importante. La virulencia de este hongo ha sido atenuada de forma 

experimental con la eliminación del gen caPLB1 y restaurada con la 

reintroducción de este confirmándose así que FB juega un papel clave en la 
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infección y algunos autores han encontrado alta correlación entre la alta 

producción de esta enzima y el incremento de la resistencia a los azoles (86).  

Son múltiples los estudios que informan alta producción de enzimas 

fosfolipasas por C. albicans (95, 152, 154, 155) sin embargo Shirkhani et al en Irán 

(148) en 34 aislados de candidiasis vulvovaginal informa que solo el 29,4% 

exhibió alta actividad.  Algunos autores informan que la producción de estas 

enzimas es más alta en C. albicans que en otras especies (156) sin embargo 

otros investigadores (17, 151) no encuentran diferencias. En la literatura 

consultada no se encontraron trabajos que determinaran la actividad de esta 

enzima en aislados de Candida provenientes de pacientes con otomicosis. La 

producción de fosfolipasa por C. albicans en el presente estudio presentó una 

diferencia estadística significativa (p= 0,02) pero el número limitado de aislados 

no permite arribar a conclusiones. 

En el presente estudió no se constató producción de fosfolipasa por los dos 

aislados de C. famata.  Este resultado coincide con lo publicado por Ramos et 

al en Brasil (149) al estudiar 11 aislados de candidiasis cutánea y difiere con 

Shirkhani et al (150) quienes informan producción de esta enzima en 13 aislados 

provenientes de pacientes con candidiasis vulvovaginal en Irán.  

Los tres aislados de C. tropicalis del presente estudio fueron no productores de 

enzima fosfolipasa. Este resultado coincide con el trabajo de Yu et al (157) en 

China quienes estudiaron 64 aislados de muestras clínicas diversas y no 

detectaron producción de fosfolipasas. Negri et al (96) en Portugal en siete 

aislados provenientes de muestras clínicas diversas informan producción de 

esta enzima solo en uno, sin embargo, Deorukhkar en la India (158) en 125 

aislados de muestras clínicas diversas informa que el 57, 6% de estos 

mostraron actividad enzimática. Los investigadores han mostrado hallazgos 

contradictorios sobre la actividad de la enzima fosfolipasa en C. tropicalis. 

Estas inconsistencias pueden deberse a diferencias biológicas entre los 

aislados estudiados (158).  C. tropicalis parece tener una capacidad reducida 

para producir fosfolipasas extracelulares, esta producción depende de la cepa y 

del sitio de aislamiento (96, 159). 
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La ausencia de producción de estas enzimas en aislados clínicos debe ser 

interpretado con cuidado, enzimas hidrolíticas para otros sustratos distintos a 

los usados en el presente estudio y que tengan relevancia en infecciones 

cutáneas, deben ser investigadas (160). 

IV.2.2  Producción de enzima proteinasa  

De los aislados de C. parapsilosis, uno (8,3%) fue altamente productor y otro 

bajo productor (8,3%). Diez fueron no productores (83,3%). Arsovic et al (20) en 

Serbia, en dos aislados provenientes de pacientes con otomicosis informa uno 

productor y otro no productor. Tosun et al en Turquía (132) en 42 aislados 

provenientes de muestras clínicas diversas informa producción de proteinasa 

en 13(31%). El resultado obtenido en el presente estudio difiere con la 

publicación de Shirkhani et al en Irán (148), este autor en nueve aislados de 

micosis vulvovaginal informó que el 100% exhibió alta producción de esta 

enzima. Son varios los estudios que informan alta producción de proteinasa por 

C. parapsilosis (90, 149, 150, 153). 

En C. parapsilosis se han identificado tres genes (APSP1-3) que codifican para 

enzimas proteasas. Dos de estos genes aún no se han caracterizado, APSP1 

ha sido bien definido desde el punto de vista bioquímico y APSP2 codifica para 

una proteasa que constituye solo el 20% de las proteasas aisladas del 

sobrenadante de los cultivos. La expresión de estos tres genes varía entre los 

diferentes aislados clínicos cuando estos crecen en contacto con el epitelio oral 

e incluso entre los obtenidos de vida libre. Existe la tendencia a relacionar la 

producción de proteasas y el sitio anatómico de donde se obtuvo el aislado por 

el hecho de que los que se obtienen de piel y vagina exhiben in vitro mayor 

actividad proteinasa que los que se obtienen de hemocultivos (51). 

Los dos aislados de C. albicans fueron no productores de proteasas. Este 

hallazgo difiere con el informe de Arsovic et al en Serbia (161) que en dos 

aislados provenientes de niños con otomicosis encuentra alta producción de 

esa enzima. Existen varias investigaciones que informan alta producción de 

proteasas por C. albicans en todos los aislados en estudio (95, 148, 160), sin 

embargo existen otras publicaciones que informan aislados no productores. 
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Gokce et al en Turquía (162) en 61 aislados de hemocultivos informa que el 

10,3% no exhibe actividad proteinasa. Riceto et al (98) en Brasil el evaluar 15 

aislados de muestras clínicas diversas informa que el 74% (11) no produjo 

enzima proteasa.  

La familia de las proteasas extracelulares (PE) está compuesta por diez 

miembros, PE1-8 son secretadas y liberadas al medio circundante mientras 

que PE9 y 10 permanecen unidas a la superficie celular. PE1-3 son 

indispensables para provocar daño al epitelio humano de manera experimental 

y contribuye a la patogenicidad de C. albicans durante la infección sistémica en 

ratones provocada de manera experimental. Sin embargo la relativa 

contribución de PE a la patogenia de las infecciones por C. albicans sigue 

siendo controversial, investigaciones recientes indican que PE no son 

necesarias para la invasión in vitro al epitelio humano y que PE1-6 no son 

imprescindibles para la virulencia en la candidiasis diseminada en ratones. Sin 

embargo, la gran cantidad de genes que codifican para PE en C. albicans 

comparada con otras especies menos invasivas sugiere que existe un papel 

dentro de la  patogenia para este grupo de enzimas (53).  

Uno de los aislados de C. famata fue productor y el otro no. Arsovic et al en 

Serbia(20) informa un aislado productor proveniente de un paciente con 

otomicosis. Shirkhani en Irán (148) informa actividad enzimática en 13 aislados 

provenientes de candidiasis vulvovaginal sin embargo Ramos et al en 

Brasil(149), en 11 aislados de candidiasis cutánea informa producción de esta 

enzima en siete (63,6%). En la literatura consultada no se pudo recoger 

información acerca del verdadero significado que tiene la producción de PE 

para esta especie de levadura. 

Los tres aislados de C. tropicalis fueron productores de proteasas. Existen 

varias investigaciones que informan alta producción de estas enzimas por este 

hongo (96, 148, 149, 158, 163). C. tropicalis posee al menos cuatro genes que 

codifican para PE designadas SP1 hasta SP4 y estas se encuentran presentes 

en la superficie del hongo cuando este penetra los tejidos durante la infección 

diseminada o cuando evade los macrófagos durante la fagocitosis. La 
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expresión de PE durante la colonización del epitelio oral no está asociada a 

invasión y daño a los tejidos (159). Se obtuvo diferencia estadística significativa 

(p=0,04) en cuanto a la producción de proteasas en esta especie en relación 

con el resto de los aislados pero debido al número limitado de estos no es 

posible llegar a conclusiones. 

 IV.2.3  Actividad hemolítica 

Los 19 aislados (100%) presentaron actividad hemolítica en un rango de Pz 

entre 0,16 y 0,65. Son múltiples los estudios (91, 102, 147, 164-166) que publican 

resultados similares a los obtenidos en la presente investigación, sin embargo, 

Seneviratne et al (167) en Hong Kong en nueve aislados de C. parapsilosis 

provenientes de pacientes con candidiasis sistémica informa actividad 

hemolítica solo en dos.  

Los microorganismos patógenos pueden crecer utilizando la hemoglobina como 

fuente de hierro. Las hemolisinas producidas por Candida degradan este 

sustrato y facilitan la obtención del hierro elemental a partir de las células del 

hospedero. Estas enzimas son consideradas un factor de virulencia clave que 

le permite al microorganismo sobrevivir y persistir en ese ambiente (159). A 

pesar de que se ha demostrado con suficientes evidencias la capacidad 

hemolítica de las especies de Candida, algunas preguntas aún permanecen sin 

responder como son: cuál es la naturaleza bioquímica del factor hemolítico y 

cuáles son las bases moleculares de su expresión. Futuras investigaciones son 

necesarias para comprender el papel que juega la actividad hemolítica en la 

patogénesis de las enfermedades por Candida (168). 

IV.3  Correlación entre factores de virulencia y resistencia antifúngica 

En la literatura consultada son muy pocos los estudios que indagan sobre la 

relación entre los factores de virulencia y la resistencia antifúngica. En el 

presente estudio la producción de fosfolipasa se produjo solo por C. albicans, 

por la cepa susceptible y por la resistente (figura 3).  

Yin et al en China (86), en un estudio realizado con 15 cepas susceptibles y 15 

resistentes al fluconazol describe mayor producción de esta enzima en las 
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resistentes. Estas últimas exhibieron sobreexpresión del gen MDR que codifica 

para las bombas de eflujo MDR (multidrogas resistentes). Este autor concluye 

que existe correlación entre la actividad fosfolipasa y la resistencia a los 

antifúngicos y que la fosfolipasa puede jugar un papel importante en 

emergencia de la resistencia a los azoles. igual resultado informa Lyon en 

Brasil (169), sin embargo Pinto et al en Portugal (170) no encuentra relación entre 

la producción de esta enzima y las CMI obtenidas y tampoco encuentra 

diferencia estadística significativa en la producción de esta enzima entre los 

aislados obtenidos de pacientes enfermos y los provenientes de pacientes 

sanos.  

 

Figura IV.3 Distribución de la producción de hemolisina, fosfolipasa y 

proteinasa entre aislados sensible y resistente de Candida provenientes 

de pacientes con otomicosis. IPK 2018. 

Leyenda: S- Sensible, R- Resistente  

La producción de proteinasas solo se demostró en los tres aislados de            

C. tropicalis, dos resistentes, uno a dos antifúngicos y el otro a tres (azoles). 

Seifi et al en Irán (151) no encuentra una correlación significativa entre la 

producción de esta enzima  y las CMI obtenidas de FCZ y AMB. Deorukhkar et 

al en la India (158)  encuentra correlación entre la resistencia a FCZ, producción 
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de enzimas fosfolipasas y producción de biopelícula pero no con la producción 

de proteasas. En el presente estudio no hubo diferencia estadística significativa 

para la producción de este grupo de enzimas entre los aislados de C. tropicalis 

resistentes y el aislado susceptible, hecho que carece de significado por el 

tamaño de la muestra. 

No hubo diferencias en la producción de hemolisinas entre los aislados 

sensibles y los aislados resistentes de las cuatro especies.  

En la literatura consultada no se encontraron estudios que correlacionaran la 

actividad hemolítica de Candida con la resistencia antifúngica. Este factor 

contribuye a la patogenicidad de este género y algunos aspectos biológicos 

relacionados con su habilidad hemolítica continúan aún inexplorados (168). 
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Conclusiones 
 

1- El porcentaje de aislados sensibles frente a los antifúngicos estudiados, 

indican la posibilidad de mantener su aplicación en el tratamiento de estas 

infecciones en los pacientes que concurren a la consulta de ORL del HCQ 

¨Manuel Fajardo¨. 

 

2- La buena concordancia obtenida entre los dos métodos para determinar la 

susceptibilidad ratifica la confiabilidad del método comercial en la práctica 

diaria en el LNR. 

 

3- La presencia de al menos dos factores de virulencia enzimáticos en todas 

las especies de Candida estudiadas, indica la posibilidad que tienen los 

aislados investigados de transformarse de microorganismos comensales a 

patógenos. 

 

4- El porcentaje de los factores de virulencia fue similar en el grupo de 

aislados sensibles que en el de los resistentes, lo que manifiesta que la 

producción de los mismos no está asociada con la resistencia en los 

aislados objeto de estudio. 
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Recomendaciones 
 

 

1- Determinar por métodos genotípicos los mecanismos de resistencia en los 

aislados estudiados. 

 

2-  Desarrollar nuevos estudios que permitan identificar otros factores de 

virulencia en estos aislados. 
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Anexos 

Anexo 1:  Cepas que serán utilizadas como controles en la determinación de 

factores de virulencia  y en la prueba de susceptibilidad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepas pertenecientes a la colección de hongos patógenos del LNR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepas controles para validar método de referencia de susceptibilidad de                        

levaduras 

C. krusei ATCC 6258                                       C. parapsilosis ATCC 22019 

Cepa control para validar método de actividad fosfolipasa  

   Control positivo: C.albicans ATCC 90028 

                  Cepa control para validadar método de actividad proteasa 

   Control positivo: C.albicans ATCC 90028 

Cepa control para validadar método de actividad hemolítica 

   Control positivo: Staphylococcus aureus ATCC 29213 

   Control negativo:  C. parapsilosis ATCC 22019 
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Anexo 2: Puntos de corte recomendados en el documento M27- A3 del CLSI 

Puntos de corte especie específicos del Fluconazol para Candida albicans, 

Candida parapsilosis y Candida tropicalis   

 
       

 

 

 

 

 

Leyenda: S-DD= Sensible dependiente de la dosis 

 

Puntos de corte del Itraconazol según el CLSI para las diferentes especies de 

Candida, CLSI Documento M27 A-2 

 
    

 Leyenda: S-DD= Sensible dependiente de la dosis 

 

 

Puntos de corte especie específicos del CLSI para el fluconazol 

(CMI en µg/mL) 

 
Sensible S-DD Intermedio Resistente 

Fluconazol 

C. albicans ≤ 2 4 - ≥ 4 

C. parapsilosis ≤ 2 4 - ≥ 8 

C. tropicalis ≤2 2 - ≥8 

CMI del Itraconazol ((CMI en µg/mL) 
 

Sensible  S-DD Intermedio Resistente 

≤ 0,12 0,25-0,5 -         ≥ 1 
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