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RESUMEN 

Se identificó y se determinó la susceptibilidad en Candida albicans y no 

albicans, estableciendo si existe relación con la producción de fosfolipasas. Se 

realizó un estudio descriptivo observacional de temporalidad transversal, siendo la 

muestra 60 cultivos puros del género Candida recolectadas en el área de Micología 

del laboratorio de investigación del hospital Regional Lambayeque. La producción de 

fosfolipasas se determinó empleando el método semicuantitativo en placa de agar 

Sabouraud dextrosa suplementado con yema de huevo; y la susceptibilidad se 

realizó mediante disco difusión (M44–A2) con fluconazol y voriconazol. Se 

identificaron 60 cultivos puros; 22 (36,7%) de Candida albicans y 38 (63,3%) de 

Candida no albicans, de las cuales 21 fueron de C. tropicalis, 7 de C. glabrata, 4 de 

C. parapsilosis, 4 de C. krusei y 2 de C. famata. En el estudio de susceptibilidad 

frente al fluconazol, 53 (88,3%) fueron sensible (S), 6 (10,0%) resistentes (R), y solo 

una (1,7%) sensible dependiente de la dosis (SDD); mientras que, para el voriconazol 

59 (98,3%) fueron susceptibles y solo una (1,7%) resistente. Sobre la producción de 

fosfolipasas el 40,0% (24) de los aislamientos presentaron actividad enzimática (Pz) 

muy baja, 6,7% (4) baja, el 21,7% (13) moderada y el 31,7% (19) alta. La prueba de 

susceptibilidad revela que, a pesar de la resistencia, la alta sensibilidad al fluconazol 

sugiere que sigue siendo la alternativa de tratamiento; en tanto que en la relación 

entre la resistencia y la producción fosfolipasas, no se encontraron diferencias 

significativas.  

Palabras claves: Candida albicans y no albicans, fosfolipasas, fluconazol,   

                              voriconazol. 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

  

 

 

 

 

ABSTRACT 

Susceptibility was identified and determined in Candida albicans and non-

albicans, establishing whether there is a relationship with the production of 

phospholipases. An observational descriptive study of transverse temporality was 

carried out, the sample being 60 strains of the genus Candida collected in the 

Mycology area of the Lambayeque Regional hospital research laboratory. 

Phospholipase production was determined using the semiquantitative method on 

Sabouraud dextrose agar plate supplemented with egg yolk; and susceptibility was 

made by diffusion disk (M44-A2) with fluconazole and voriconazole. 60 strains were 

identified; 22 (36.7%) of Candida albicans and 38 (63.3%) of Candida no albicans, of 

which 21 were from C. tropicalis, 7 from C. glabrata, 4 from C. parapsilosis, 4 from C. 

krusei and 2 of C. famata. In the fluconazole susceptibility study, 53 (88.3%) were 

sensitive (S), 6 (10.0%) resistant (R), and only one (1.7%) dose-dependent (SDD); 

while, for voriconazole 59 (98.3%) they were Susceptible and only one (1.7%) 

resistant. On the production of Phospholipases, 40.0% (24) of the isolates showed 

very low enzyme activity (Pz), 6.7% (4) low, 21.7% (13) moderate and 31.7% (19) 

high. The susceptibility test reveals that, despite resistance, high sensitivity to 

fluconazole suggests that it remains the treatment alternative; while in the relationship 

of resistance and phospholipase production, no significant differences were found. 

Keywords: Candida albicans and non albicans, phospholipases, fluconazole,  

                   Voriconazole. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Las Candidosis, infecciones fúngicas causadas por diversas especies del género 

Candida (Muñoz, 2015; Panizo et al., 2005), están incrementado de forma dramática, 

convirtiéndose en un grave problema de salud pública (Cornistein et al., 2013; Jiménez 

& Varón, 2012; Torres et al., 2014), que afecta frecuentemente a individuos 

inmunodeprimidos y pacientes internados en las unidades de cuidados intensivos (UCI) 

(Jiang et al., 2013; Zuluaga et al., 2010). 

 Estas infecciones, lejos de desaparecer se han incrementado debido al 

oportunismo y factores predisponentes del individuo que en su gran mayoría se origina 

como una complicación endógena atribuible al desequilibrio de la microbiota o procesos 

que influyen en la respuesta inmune (Tobar et al., 2011), a la condición de la levadura 

de ser comensal en piel y mucosas, a la capacidad de resistencia intrínseca al fluconazol 

por parte de Candida krusei (Bonifaz, 2012) y de elevada resistencia a este fármaco por 

parte de Candida glabrata (Tobar et al., 2011; Zurita, 2018), en otras ocasiones el origen 

puede ser exógeno tras la colonización de catéteres, dispositivos intravasculares o 

debido a la transmisión cruzada (Galán, 2014; Torres et al., 2014).  

La especie más frecuentemente aislada es Candida albicans, sin embargo su 

prevalencia ha disminuido drásticamente en las últimas dos décadas, observándose un 

aumento de las Candida no albicans, las cuales generan dificultades terapéuticas, 

debido al surgimiento de cultivos resistentes a los antifúngicos, asociadas a la 

automedicación y tratamiento continuo e incompleto con azoles como el fluconazol y 

voriconazol (Villanueva & Arenas, 2007), lo que genera la aparición de cambios en la 

epidemiología de Candida y en la sensibilidad de algunas especies (Perozo et al., 2011). 

Además, se han estudiado genes de resistencia específicos, que a través de un conjunto 

de mutaciones se expresan y contribuyen a evitar, eliminar o desactivar las drogas lo 
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que puede ser un factor determinante en el incremento del índice de mortalidad (Muñoz, 

2015). 

Las estructuras fúngicas oportunistas son responsables del 80% de las 

infecciones intrahospitalarias (IIH) por hongos (Zurita, 2018), aumentando el riesgo de 

muerte cuando producen infecciones al torrente sanguíneo (candidemia), causando del 

10 % al 15 % de las sepsis nosocomiales, con una prolongación  de estadía hospitalaria 

de 34 días a más en áreas críticas, estimándose los costos asociados con un episodio 

de candidemia hasta 45.000 dólares, lo que acarrea una carga financiera para los 

deudos y para el sistema de salud (Salavert, et al., 2006, Villalobos et al., 2016). 

En los Estados Unidos el número anual de casos por etiología fúngica entre 1979 

y 2000 fue superior a 200% (Zurita, 2018), y en algunas instituciones se ha comunicado 

el incremento de hasta el 487%, siendo el género Candida el principal agente etiológico, 

convirtiéndose en la tercera causa de infecciones del torrente circulatorio en UCI (Ajenjo 

et al., 2010). 

En Perú son pocos los estudios realizados en candidemia, uno realizado en nueve 

hospitales de Lima, durante el 2009 y 2011, reportó 153 especies de Candida que 

causaron candidemia, otro estudio realizado durante el 2013 y 2015, en tres hospitales 

de Lima y Callao, reportaron que por cada mil ingresos existían entre 1 y 2,6 casos de 

candidemia. Así mismo, se ha reportado un aumento superior al 60% de especies de C. 

no albicans, donde predominan especies como Candida parapsilosis, C. glabrata y 

Candida guillermondii; no obstante, estas cifras pueden estar muy por debajo de la 

realidad, al no ser, en muchos casos, de notificación obligatoria, aunado con la poca o 

casi nula vigilancia epidemiológica. (Zurita, 2018). 

Candida, al igual que los otros microbios, ha desarrollado una serie de factores 

fisiológicos y genéticos para mantenerse en el huésped, invadirlo y causar infección 

cuando se presenten las condiciones adecuadas (Cornisteis et al., 2013;  Castrillón, 

Palma & Padilla, 2005), entre ellos está la producción de diversos factores de 

patogenicidad que contribuyen a su virulencia; como la actividad enzimática extracelular, 

el cambio fenotípico, los factores de adhesión, la formación de biopelículas y enzimas 

hidrolíticas. (D’ Eca et al., 2011; Castrillón et al., 2005). 
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Entre los principales factores de virulencia tenemos a las enzimas hidrolíticas, 

fosfolipasas, las cuales favorecen la invasión al tejido del huésped, existiendo una 

expresión activa de estas enzimas en las levaduras y en las hifas de C. albicans, y en 

especies emergentes de importancia clínica incluyendo C. glabrata y C. krusei (Campos, 

2015). Estas enzimas hidrolizan los fosfolípidos de las membranas celulares, y su 

producción puede ser determinante para producir infecciones invasoras en 

determinados grupos como los inmunocomprometidos (Echevarría et al., 2002).  

El presente trabajo de investigación se desarrolló en el área de Micología del 

laboratorio de investigación del Hospital Regional Lambayeque, con el fin de determinar 

el perfil de susceptibilidad y producción de fosfolipasas en Candida albicans y no 

albicans y con ello analizar la relación del perfil de sensibilidad y resistencia versus la 

producción enzimática de las fosfolipasas. En este contexto se planteó la siguiente 

investigación cuyo problema fue: ¿Cuál es el perfil de susceptibilidad y producción de 

fosfolipasas en Candida albicans y no albicans. Hospital Regional Lambayeque, 2017? 

La hipótesis planteada fue: Existen cultivos puros susceptibles y resistentes, que 

producen fosfolipasas en Candida albicans y no albicans. Hospital Regional 

Lambayeque, 2017. 

El objetivo general de la investigación fue: Determinar el perfil de susceptibilidad 

y producción de fosfolipasas en Candida albicans y no albicans. Hospital Regional 

Lambayeque, 2017. Los objetivos específicos fueron: Identificar Candida albicans y 

Candida no albicans, determinar la susceptibilidad de Candida albicans y Candida no 

albicans; determinar la producción de fosfolipasas en Candida albicans y Candida no 

albicans y determinar si existe relación entre susceptibilidad y producción de fosfolipasas 

en Candida albicans y Candida no albicans. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes de la investigación 

Candida es un hongo patógeno oportunista de distribución mundial (Muñoz, 

2015), encontrándose como microbiota habitual genitourinaria, mucocutánea y 

gastrointestinal de individuos sanos, viviendo como comensal sin causar molestias 

(Castrillón et al., 2005; Hernández et al., 2014), comprende más de 200 especies 

diferentes (Campos, 2015, Jimenez & Varón, 2012), de las cuales al menos 10 de 

ellas están asociadas a cuadros clínicos; donde la más patógena y relacionada con 

cuadros graves e incluso mortales es C. albicans ( Salas et al., 2000). 

Las especies del género Candida son los agentes causales más importantes 

de infecciones micóticas particularmente en los inmunocomprometidos (Jiang et al., 

2013), siendo los individuos con mayor riesgo los pacientes de cuidados intensivos y 

postquirúrgicas, pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), 

pacientes con neoplasias hematológicas, ancianos y bebes prematuros, entre otros 

(Sachin et al., 2012). La enfermedad se manifiesta en él paciente si el equilibrio de la 

microbiota normal se interrumpe o las defensas inmunológicas se ven comprometidas 

(D’ Eca et al., 2011), manifestándose desde las micosis superficiales hasta 

infecciones mortales diseminadas (García et al., 2012; Alfonso et al., 2010). 

Las especies de C. no albicans van en aumento, produciendo alta morbilidad 

y mortalidad (Reyna et al., 2007; Ajenjo et al., 2010).  Debido a su baja incidencia y 

escasa gravedad, tiempo atrás tenía poca importancia; no obstante, en los últimos 30 

años la incidencia ha aumentado de forma dramática (Cornistein et al., 2013; Jiménez  

& Varón, 2012; Torres et al., 2014) y se le asocia frecuentemente con el estado 

inmunodeprimido del huésped,  sin embargo, no hay que dejar de lado las 

características propias de la levadura, pues no todo hongo saprófito tiene la capacidad 

de causar infección, aunque el estado del huésped sea crítico (Jiang et al., 2013).  
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La incidencia de C. albicans en los años 70 era de un 90%, con el transcurrir 

del tiempo se ha observado un descenso del 50% o menos en la actualidad, 

favoreciendo el aumento de las C. no albicans, (Villalobos et al., 2016). Así, estudios 

realizados en Candida aisladas de pacientes provenientes de UCI en Medellín, 

Colombia (2001–2007) de 337 aislados, 147 correspondieron a C. albicans, 79 

Candida tropicalis, 47 C. parapsilosis, 32 C. glabrata, 12 C. guilliermondii, 11 C. krusei 

y 9 a diferentes especies (Zuluaga et al., 2010). En otro estudio realizado en India, de 

38 aislados de Candida obtenidas de la cavidad oral, 22 (58%) fueron de C. albicans, 

9 (24%) C. tropicalis, 6 (16%) C. krusei y 1(2%) C. glabrata (Deepa et al., 2015).  

Además, un estudio realizado por el Departamento de Microbiología del 

hospital estatal Duzce Ataturk (Turquia) de 122 aislados obtenidos de varios sitios 

anatómicamente distintos en adultos sanos, el 66.4% fueron C. albicans, y de las no 

albicans; C. glabrata (7,3%), C. tropicalis (6,3%) y Candida kefyr (4.9%) fueron las 

más frecuentes (Oksuz et al., 2007). Resultado similar al obtenido en 2139 

aislamientos de Candida provenientes de pacientes atendidos en centros 

asistenciales de Colombia, Ecuador y Venezuela donde también C. albicans (62%) 

demostró su prevalencia, seguido a distancia por C. parapsilosis (11%), C. tropicalis 

(8,5 %), C. glabrata (3,5%) y C. krusei (2,2%) (De Bedout et al.,2003) 

Actualmente, varios estudios reportan el aumento de las C. no albicans, entre 

ellos el realizado en  Epidemiología de la candidemia en el Hospital México de la Caja 

Costarricense de Seguro Social, en San José, Costa Rica donde el 62% de las 

levaduras aisladas en los episodios de candidemia fueron C. no albicans, siendo la 

más frecuentemente aislada C. parapsilosis (41%), seguida de C. tropicalis (12%), C. 

glabrata (6%) y otras (3%) (Villalobos et al., 2016), resultado semejante al obtenido 

en España donde de 203 episodios de fungemia (UCI) en niños, la más predomínate 

fue C. parapsilosis (46,8%), seguida de C. tropicalis (5,9%), C. glabrata (3,9%), y C. 

guilliermondii (2.5%) (Pemán et al., 2011). 

En el Perú, el estudio realizado en el H.N. Guillermo Almenara I. de alta 

complejidad de Lima (2004-2006), encontró en 11,6% de los hemocultivos de 

pacientes UCI, a especies del género Candida, siendo el 61% no albicans. Otro 

realizado en tres hospitales de Lima y Callao (2013-2015) obtuvo 158 aislamientos de 

Candida de los cuales el 71% fueron C. no albicans, con una incidencia de candidemia 
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por centro entre 1 y 2,6 casos por 1000 ingresos (Zurita, 2018) y uno realizado en 

nueve hospitales de Lima (2009 -2011) reporto a 153 especies causantes de 

candidemia con un predominio de no albicans del 60,1%. 

En el estudio de vigilancia de resistencia Artemis Disco Global Antifúngica 

(1997 -2007), uno de los programas de vigilancia de hongos más completo y de larga 

duración, al comparar los periodos de tiempo entre 1997 - 2000 y 2005 -2007, se 

obtuvo a C. albicans como la especie predominante, aunque se observó una 

disminución en su tasa de aislamientos cuando los 3 primeros años del estudio fueron 

comparados con los años posteriores, en contraste con lo observado, hubo un 

aumento de las tasas de aislamiento en las especies de C. glabrata 10.2% a 

11.7%, C. tropicalis  5,4% a 8,0%, y C. parapsilosis 4,8% a 5,6% (Pfaller et al., 2010).  

Diversos factores de virulencia que contribuyen a la patogenicidad de C. 

albicans (D’ Eca et al., 2011) y a su habilidad para sobrevivir como comensal; incluye 

la capacidad de adherirse a células epiteliales y biomateriales del hospedero, factores 

de adhesión, que le permiten iniciar el proceso de formación de biopelículas 

(Castrillón et al., 2005; Gokce, Cerikcioglu & Yagci, 2007), la producción de enzimas 

hidrolíticas extracelulares como las fosfolipasas (PL) y la aspartil proteasas (SAP), la 

producción de  hemolisina  y la morfogénesis (Hernández et al., 2014; Sachin et al., 

2012); cada uno de los  cuales es importante en cada etapa de la infección (De la 

Calle et al., 2012). 

La producción de enzimas hidrolíticas extracelulares, contribuyen a la 

adhesión, invasión y destrucción de las membranas celulares (Campos, 2015), 

favoreciendo el crecimiento excesivo de Candida, lo que facilita la adherencia y la 

penetración al tejido, y por tanto la invasión al huésped (Sachin et al., 2012).  

Varios autores consideran que las fosfolipasas desempeñan un papel 

importante en la capacidad para producir infecciones invasoras, estas enzimas 

hidrolizan los fosfolípidos de las membranas celulares, y su producción puede ser 

determinante para producir infecciones invasoras en determinados grupos como los 

inmunocomprometidos (Echevarría et al., 2002). Tanto levaduras e hifas 

especialmente de C. albicans, y de especies emergentes de importancia clínica 

incluyendo C. glabrata y C. krusei tienen una expresión activa de estas enzimas 

(Campos, 2015).  
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La secreción de las fosfolipasas por C. albicans se informó por primera vez en 

la década de 1960 por Costa et al., y Werner en el crecimiento de la levadura en 

medio sólido que contiene yema de huevo o lecitina y el análisis de los productos de 

degradación de lípidos. La observación de que C. albicans segrega fosfolipasa la llevó 

Pugh y Cawson al desarrollar un método citoquímico basado en lecitina para detectar 

esta enzima. Estos autores utilizaron este método en relación con un modelo de la 

membrana corioalantoidea de pollo para evaluar los detalles ultraestructurales de la 

invasión por Candida y para determinar el sitio de la producción de fosfolipasa.  

La invasión se inició mediante la colocación de blastosporas en fase 

estacionaria de C. albicans en la membrana, lo que estimuló cambios celulares en las 

blastosporas, muchas de las cuales desarrollaron hifas con actividad fosfolipasa 

concentrado en la punta de crecimiento. La actividad fue más alta en las hifas estaban 

en contacto directo con la membrana. Basándose en estos resultados, los 

investigadores propusieron que las fosfolipasas extracelulares eran importantes en la 

invasión de tejido por C. albicans (Mahmoud, 2000). 

Estudios posteriores fueron dirigidos al desarrollo de métodos sencillos para 

detectar fosfolipasas, Price et al. describieron un método en placa para la detección 

de actividad de la fosfolipasa en C. albicans , a base de agar Sabouraud dextrosa y 

yema de huevo. Cuando se cultiva en este medio, las fosfolipasas positivas producen 

una zona distintiva bien definida, y una precipitación denso blanco alrededor de la 

colonia (Mahmoud, 2000). 

 Así, al evaluar la producción de la fosfolipasa utilizando el método en placa 

Agar Sabouraud Dextrosa yema de huevo (Ramos et al., 2015; Oksuz et al., 2007; 

Sachin et al., 2012; Panizo et al., 2005), la producción de Candida en orden 

decreciente resulto: C. krusei > C. glabrata > C. parapsilosis > C. albicans > C. 

tropicalis > C. guilliermondii > Candida sake > C. lipolytica (Panizo et al., 2005), no 

obstante, la actividad enzimática de la fosfolipasa fue muy alta en los aislamientos de 

C. albicans (97%), C. tropicalis (100%), C. glabrata (97%) y en menor porcentaje en 

C. parapsilosis (27%) (Campos, 2015). Así mismo, al estudiar 68 aislados de C. 

albicans y 31 de C. no albicans, 41 (60,3%) cultivos de C. albicans produjeron esta 

enzima y todas las C. no albicans no la produjeron (Gokse et al., 2007). 
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En el Departamento de Micologia del I. N. de Higiene, Venezuela, al evaluar 

95 cepas de Candida, 90 (95%) produjeron la fosfolipasa. Todas las C. albicans 

presentaron dicha actividad y de las C. no albicans: C. lipolytica y sólo algunas cepas 

de C. sake, C. glabrata y C. tropicalis no la presentaron (Panizo et al., 2005). Sin 

embargo, en otro estudio de 122 cepas, 50(40,9%) presentaron la actividad, siendo 

mayor en C. albicans 43 (53,08%) (Oksuz et al., 2007). Así mismo, la actividad se 

encontró en 67 (60,9%) de 110 cepas, siendo máxima producción en 92,3% de C. 

albicans, y en las C. no albicans, C. tropicalis (76%) seguido de Candida dubliniensis 

(40%). (Sachin et al., 2012).  

Al evaluar 95 aislados de especies de Candida ensayadas en el medio Agar 

Sabouraud dextrosa yema de huevo, los valores de índice de actividad enzimática de 

fosfolipasas obtuvo un minimo valor en C. albicans  de Pz de 0,248 y el máximo 0,852. 

En C. no albicans, el mínimo valor Pz fue 0,256 correspondiente a una cepa de C. 

tropicalis y el máximo valor 1,00 de la cepa de C. lipolytica, una de C. glabrata y tres 

de C. tropicalis (Panizo et al., 2005).  

Los aislados de Candida pueden ser obtenidos de sitios anatómicamente 

distintos, así la mayoría de los aislados positivos para fosfolipasas fueron de 

secreción traqueal (86,7%) y de orina (76,9%) (D’ Eca et al., 2011), en la cavidad oral 

(59,0%) y en heces (42,8%) (Oksuz et al., 2007), en muestras como sangre, hisopado 

vaginal, hisopados orales y orina, observándose una máxima producción de 

fosfolipasas en C. albicans (92,3%) y en las C. no albicans la máxima actividad fue 

en C. tropicalis (76%) y C. dubliniensis (40%) (Sachin et al., 2012). Así mismo, los 

aislamientos provenientes de lesiones cutáneas en producen fosfolipasas, tanto en 

C. albicans (100%) como en C. no albicans (49%) (Ramos et al., 2015).  

En C. albicans provenientes de secreciones vaginales, a un pH ≤4,5 el 92,3% 

presentaron dicha actividad de la fosfolipasa, siendo alta o muy alta en el 91,6% y a 

un pH > 4,5 el 96,2% mostraron la actividad y todos en alto o muy alto grado (Ombrella 

et al., 2008). Sin embargo, en 41 aislados de Candida provenientes de cavidad oral, 

79% de C. albicans produjeron fosfolipasa mientras que las C. tropicalis, C. glabrata 

y C. parapsilosis no la produjeron (Samaranayake et al., 1984). 

La resistencia antimicótica se está convirtiendo en un problema grave para el 

tratamiento de infecciones (Jiang et al., 2013). La profilaxis o tratamiento con 
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antifúngicos ha generado cambios en la epidemiología de Candida y en la sensibilidad 

de algunas especies señaladas como agentes etiológicos de dicha infección (Perozo 

et al., 2011). Con la introducción del fluconazol, en los años ochenta, las candidemias 

por C. albicans y C. tropicalis disminuyeron, sin embargo, experimentaron un aumento 

significativo C. krusei por poseer resistencia intrínseca y C. glabrata debido a su 

elevada resistencia a este fármaco (Zurita, 2018; Hernández et al., 2009).  

Aunque el fluconazol sigue siendo el antifúngico de primera elección y el más 

utilizado (Malani & Kauffman, 2007), para el tratamiento de infecciones fúngicas, con 

excepción de C. krusei y C. glabrata especies con resistencia o sensibilidad 

disminuida a este fármaco (García et al., 2012). Con el tiempo se ha visto un aumento 

de la resistencia en C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii y C. 

krusei adquiriendo mayor importancia (Zuluaga et al., 2010), y entre las nuevas 

especies con resistencia a este antifúngico se conocen a C. inconspicua (53,2%), 

Candida rugosa (41,8%), y C. norvegensis (40,7%) (Pfaller et al., 2010). 

Alternativas terapéuticas como el antifúngico voriconazol, es un nuevo y eficaz 

tratamiento contra micosis invasoras (Gómez et al., 2013), su resistencia es poco 

frecuente; sin embargo, se ha observado una tendencia hacia el aumento de la 

resistencia para C. famata (1,1% a 5,7%), C. norvegensis (0,0% a 6,9%), C. lipolytica 

(0,0% a 11,1%), y C. pelliculosa (14,3% a 16,7%). (Pfaller et al., 2010). 

Muchas cepas de C. glabrata han adquirido resistencia a los antifúngicos 

azolicos, convirtiéndose en un reto terapéutico, debido a que estudios in vitro revelan 

su baja sensibilidad al fluconazol, el empleo terapéutico del Voriconazol ha 

demostrado resultados alentadores (Gómez et al., 2013). Sin embargo, existe 

preocupación por la aparición de resistencia a los hongos adquirida y de las 

subespecies con Candida resistentes a fluconazol de forma nativa (NFR), 

principalmente C. glabrata y C. krusei (Elewa et al., 2015). 

Ante la aparición de resistencia a los antimicóticos, así como la selección de 

especies diferentes a C. albicans, se ha hecho necesaria la estandarización de 

pruebas de susceptibilidad in vitro (De Bedout et al., 2003). Las pruebas de 

sensibilidad antifúngica de Candida se han estandarizado y perfeccionado, ahora, la 

demanda de pruebas de susceptibilidad ha estado creciendo (Pfaller & Diekema, 

2012), desarrollándose el método de disco difusión para Candida spp., y ha sido 
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estandarizado por The Clínica and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Pfaller et 

al., 2005). 

De 337 cepas de Candida spp. remitidos a la Corporación para Investigaciones 

Biológicas, en Medellin, Colombia (2001–2007), frente al fluconazol, el 78,3% fue 

sensible, el 11,9% SDD y el 9,8% resistente y frente al voriconazol, el 94% fue 

sensible, el 2,4% SDD y el 3,6% fue resistente. De todas las especies fueron sensibles 

al fluconazol: C. albicans (95,2%), C. tropicalis (86%), C. glabrata (65,6%) y C. 

parapsilosis (59,6%) . Con el voriconazol, fueron sensibles, la totalidad de C. albicans 

(100%), C. tropicalis (96,2%), C. parapsilosis (93,2%) y C. glabrata (84,4%).  Además, 

se observó disminución de la sensibilidad al voriconazol en el 54,6% de las cepas de 

C. krusei (36,4% SDD y el 18,2% R) (Zuluaga et al., 2010). 

Sin embargo, frente a 28 aislados de C. glabrata y 15 de C. krusei, en el 

hospital de tercer nivel de Cruces (España), se obtuvo que en C. glabrata: 24 (85,7%) 

fueron sensibles al fluconazol, 2 (7.1%) SDD y 2(7.1%) resistentes. Todos los C. 

krusei fueron resistentes al fluconazol, en cuanto al voriconazol se observó resistencia 

en C. glabatra (3,6%) y C. krusei (6,7%) y un aislamiento de cada especie fue SDD, 

además el Voriconazol fue muy activo en vitro contra C. glabatra y C. krusei (Quindós 

et al., 2007). En tanto en el estudio de vigilancia nacional de fungemia en Dinamarca 

2004 - 2009 de 250.000 aislamientos de 41 países, se encontró resistencia a 

fluconazol en el 2% de C. albicans, un 3,9% de C. dubliniensis, 9% de C. tropicalis , 

y el 6,8% de C. parapsilosis (Arendrup et al., 2011). 

 

2.2. Base teórica 

2.2.1. Invasión fúngica 

Las levaduras del género Candida, al igual que los otros microbios, han 

desarrollado una serie de factores fisiológicos y genéticos para mantenerse en el 

huésped, invadirlo y causar infección cuando se presenten las condiciones 

adecuadas (Cornistein et al., 2013; Castrillón et al., 2005). Todas las membranas de 

las células huésped están constituidos principalmente por fosfolípidos y proteínas; y 

una invasión celular implica daño de la membrana, es donde la levadura sintetiza 
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enzimas como las fosfolipasas y proteasas, para favorecer el proceso químico de 

invasión, hidrolizando los fosfolípidos y proteínas (Mahmoud, 2000).  

Las infecciones causadas por hongos han ido incrementando durante las 

tres últimas décadas, el aumento de pacientes inmunodeprimidos, la agresividad de 

las técnicas diagnósticas y terapéuticas, son algunas de las características que 

predisponen a la población susceptible de sufrir una micosis invasiva. Ante tal 

incremento de estas infecciones fúngicas y la aparición de su resistencia, 

especialmente a derivados azólicos, es cada vez más necesarios los estudios de 

susceptibilidad in vitro para que esa manera el diagnóstico etiológico correcto y 

precoz sea imprescindible para instaurar el tratamiento adecuado y, de esta forma, 

mejorar el pronóstico del paciente (Gadela & Cuenca, 2004). 

 

2.2.2. Factores patogénicos de las levaduras 

La patogenicidad de Candida se debe a diversos factores de virulencia, 

como la capacidad para adherirse a células epiteliales y biomateriales, el cambio 

fenotípico, la producción de hemolisinas, la producción de enzimas hidrolíticas 

extracelulares (aspartil proteinasas secretorias (Saps) y las fosfolipasas (PL)) 

(Hernández et al., 2014). Tanto las proteinasas aspárticas secretadas y las  

fosfolipasas cumplen un papel preponderante en la disrupción de las membranas 

de las células del epitelio, facilitando la penetración de la fase hifa a las mismas 

(Ombrellana et al., 2008). 

 

Las enzimas se encargan indirectamente de proporcionar nutrientes, 

debido la degradación de polímeros, además de inactivar algunas moléculas del 

sistema de defensa del individuo (D’ Eca et al., 2011). Dentro de éstas enzimas 

degradativas secretadas, se encuentra la familia de las proteasas y de las 

fosfolipasas que contribuyen a la virulencia y patogenicidad de Candida, ya que 

son moléculas multifuncionales que participan directamente en el proceso 

infeccioso de los hongos (De la Calle et al., 2012); por lo cual, producir éstas 

enzimas puede determinar la capacidad que tienen las levaduras de producir 

infecciones en inmunocomprometidos (Echevarria et al., 2002). 
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2.2.3. Hifas y levaduras 

Las hifas desempeñan un papel importante en la patogénesis de Candida, 

participando activamente en las células y epitelios endoteliales, permitiendo la 

adherencia y penetración de los mismos; por lo cual los responsables de la invasión 

celular, son las hifas; mientras que la forma de levadura, facilita la diseminación del 

hongo a otras partes de cuerpo a través de los líquidos corporales, como la sangre. 

(De la Calle et al., 2012). 

Durante la colonización de la mucosa en el huésped sano predominan las 

levaduras, más las hifas emerge cuando las defensas de éste declinan. Mientras 

que en el estado temprano de la colonización se producen las hifas, las levaduras 

se observan comúnmente durante la enfermedad o en el tejido necrótico, justo 

cuando el crecimiento de la hifa se revierte por el suero a la forma de levadura.  

(Castrillón et al., 2005) 

 

2.2.4. Fosfolipasas 

Las fosfolipasas son un grupo heterogéneo de enzimas, que hidrolizan 

uno o más enlaces éster de los fosfolípidos, favoreciendo la invasión al tejido del 

huésped al hidrolizar los fosfolípidos de las membranas celulares (Campos, 2015), 

siendo su producción determinante para producir infecciones invasoras en 

determinados grupos como los inmunocomprometidos (Echevarría et al., 2002).  

La literatura muestra opiniones contradictorias en cuanto al número y 

tipos de fosfolipasas secretadas por C. albicans, pero coinciden que las principales 

son cuatro fosfolipasas hasta el momento PLA, PLB, PLC y PLD, donde la principal 

actividad de la fosfolipasa se debe a la expresión del gen PLB1 en el que se ha 

demostrado que se requiere para la virulencia en un modelo animal de la 

candidiasis (Oksuz et al., 2007).  

La expresión del gen PLB1 está regulada por factores nutricionales, 

medioambientales como la temperatura y pH; y la fase de crecimiento de la 

levadura. La expresión de genes PLB1 estaría regulada por los mismos factores 

que regulan su morfología (Ombrella et al., 2008). Además, es importante destacar 
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que estudios de microscopía electrónica de inmunomarcaje mostraron que C. 

albicans segrega esta enzima durante el proceso infeccioso, estos datos indican 

que la fosfolipasa B es esencial para la virulencia por Candida. Aunque el 

mecanismo (s) a través del cual la fosfolipasa modula virulencia fúngica está 

todavía en investigaciones, los primeros datos sugieren que el daño de la célula 

huésped y la lisis directa son los principales mecanismos que contribuyen a la 

virulencia del hongo (Mahmoud, 2000). 

 

2.2.5. Disco difusión 

 Las pruebas de susceptibilidad de disco difusión se utiliza ampliamente 

para compuestos antibacterianos en laboratorios de microbiología clínica de rutina, 

este concepto también es atractivo para las pruebas de susceptibilidad antifúngica. 

El método de difusión en disco para Candida spp. ha sido desarrollado y 

estandarizado por The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Arendrup 

et al., 2011), en el 2003, documento M44-P, y aprobado definitivamente el 2004 en 

el documento M44-A. En agosto del 2009, el CLSI público su segunda edición en 

el documento M44-A2, donde se reafirman e incluyen puntos de corte, entre otros 

para fluconazol y voriconazol.  

El método se desarrolló con el fin de proporcionar una técnica simple, 

barata y reproducible en diversos laboratorios del mundo. Además, en estudios 

comparativos han demostrado que el nivel de acuerdo entre la prueba de difusión 

en disco y difusión en caldo presentan una similitud de 94.1% en laboratorios de 

América latina, Europa, África, Asia y 99.0% en el laboratorio de referencia de la 

universidad de Iowa, EE.UU. (Pfaller et al., 2005), lo cual hace del método CLSI 

M44-A2 sea el de elección en la mayoría de laboratorios con fines clínicos del 

mundo, sin mostrar diferencias relevantes. 

 Los puntos de corte de difusión del disco se han establecido en base a 

la mejor correlación posible resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria 

(CMI) y la clasificación de la susceptibilidad obtenidos por el método de 

microdilución del CLSI M27-A3 (Arendrup et al., 2011). 

El método de difusión en disco de agar puede ser útil para la selección de 

terapias más eficaces, no tóxicos y menos caros (Pfaller et al., 2010). Su eficacia 
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en la confirmación de la susceptibilidad o en la detección de la resistencia al 

fluconazol se ha evaluado en diversos estudios multicéntricos internacionales 

(Pfaller et al., 2005). 

2.2.6. Fluconazol 

El Fluconazol es un triazol con demostrada eficacia para el tratamiento de 

las infecciones por levaduras, es el antifúngico de primera elección y el más utilizado 

como tratamiento inicial en casos de candidemia, sin embargo, si se identifica al 

cultivo causante como resistente a este antifúngico, se aconseja un cambio de 

terapia como en el caso de C. krusei debido a su resistencia intrínseca y C. glabrata 

con resistencia o sensibilidad disminuida a este fármaco (Malani & Kauffman, 2007). 

 

2.2.7. Voriconazol  

Dada la necesidad creciente de nuevos y eficaces tratamientos contra 

micosis invasoras, el voriconazol es una alternativa desarrollada y autorizada en 

candidiasis invasivas graves resistentes a fluconazol, las aspergilosis invasoras y en 

infecciones fúngicas graves por Scedosporium. También se está planteando como 

una alternativa terapéutica en estomatitis candidiasicas por C. glabrata resistente a 

fluconazol (Gómez, et al., 2013), aunque también es el tratamiento de elección para 

infecciones causadas por C. krusei, estudios realizados en Latinoamérica han 

descrito que aislamientos de esta especie presentan variaciones notables en su 

sensibilidad en comparación con las de Norteamérica. (Zuluaga et al., 2016). 
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III   MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Materiales  

3.1.1   Material biológico 

• Cultivos puros de Candida albicans y Candida no albicans. 

• Suero humano 

 

          3.1.2   Población y muestra 

Se realizó un estudio descriptivo, constituyendo a la población 60 

muestras de cultivos puros del género Candida recolectadas en el área de Micología 

del laboratorio de investigación del hospital Regional Lambayeque durante agosto-

diciembre del 2017 y enero - agosto del 2018. 15 cultivos fueron recolectados por 

los autores y 45 por el personal de la institución.  

 

3.2. Métodos 

3.2.1 Variable independiente: Producción de Fosfolipasas 

3.2.2 Variables dependientes: Suceptibilidad de Candida albicans y Candida 

no albicans. 

 

3.2.3 Tipo de estudio y diseño de contrastación de hipótesis 

Se realizó un estudio descriptivo observacional, contrastándose con el diseño 

de una sola casilla de Goode y Hatt (Hernández, Fernández y Baptista, 2014). En las 

60 muestras de cultivos puros de Candida spp. se incluyó a una cepa control de C. 

albicans ATCC- 90028. 
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3.2.4 Identificación de las levaduras Candida albicans y Candida no  

albicans. 

Durante el periodo de estudio, se trabajó con un total de 60 cultivos puros de 

levaduras del género Candida, proporcionadas por el área de Micología del 

laboratorio de investigación, Hospital Regional Lambayeque. La identificación de las 

realizó en función de sus características morfofisiológicas, donde se les confirmó el 

género y la especie aplicando técnicas de producción de tubo germinativo, producción 

de clamidosporas, y de tamizaje en medio CHROMagar candida. 

a. Prueba de filamentación  

En crioviales con 0,5 ml de suero, se inoculó una asada de cada uno de 

los cultivos puros de Candida spp previamente reactivados, y se incubaron a 

37 ºC por 3 horas. Luego se tomó una gota de suspensión, y se colocó en 

una lámina con su respectivo cubre objeto y se observó al microscopio a 10X 

y 40X.  

Se consideraron como muestras positivas a aquellas que mostraron una 

prolongación sin constricciones, denominado como tubo germinal, cuyo 

tamaño es de 2 a más veces el diámetro del cuerpo de la levadura (Duarte et 

al., 2009) 

b.   Estimulación de producción de Clamidosporas 

Se realizó utilizando la técnica de microcultivo en placa de Dalmau. Con 

el asa en anillo se tocó ligeramente cada una de las colonias de Candida spp 

previamente reactivadas en medio Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) a 37ºC 

por 24 horas, y se inoculó en el medio agar almidón arroz haciendo dos surcos 

de aproximadamente 1,5 cm cada uno a 1,0 cm de distancia; luego se cubrió 

con una laminilla y se incubó a 26ºC en cámara húmeda y oscuridad por 48 

horas. Se examinaron retirando las cubiertas de las placas y se observó al 

microscopio con un aumento de 10X y 40X.   

Los cultivos positivos se tiñeron también con azul algodón lactofenol, 

levantando suavemente la lámina cubre objeto, las que resultaron negativas, 

se incubó hasta 5 días, descartando falsos negativos. Todos los cultivos puros 

se inocularon por duplicado en placas de 90 mm de diámetro divididas en 

cuatro cuadrantes y conteniendo 25 ml de agar arroz (Kumar & Menon, 2005) 
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Figura 1 

Inoculación de Candida spp. en agar almidón arroz para la estimulación de la     

producción de clamidosporas (Método Dalmau). 

 

Figura 2 

 Incorporación de una laminilla para generar de un ambiente con poco oxígeno.  

(Método Dalmau). 
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Figura 3 

Observación de las Clamidosporas 40x de Candida albicans 

 

c.    Siembra en Chrom Agar Candida 

En las placas solidificadas de Chrom Agar Candida (CHROMagar 

Company, Francia), se inoculó cada uno de los cultivos reactivados en Agar 

Sabouraud Dextrosa (ASD), con la ayuda de un asa bacteriológica y 

seguidamente se incubo a 37ºC por 48 horas.   

Las placas se examinaron entre las 24 y 72 horas, observándose el color 

y las características de las colonias, según la pigmentación C. albicans 

presentan colonias lisas de color verde esmeralda, C. dubliniensis de color 

verde oscuro, C. tropicalis de color azul oscuro con halo purpura-marrón y C. 

krusei de colonia rugosa de color rosado en el centro y borde blanco (Giusiano 

& Mangiaterra, 1998). 
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Figura 4  

Identificación de especies de Candida en CHROM agar Candida.       

A) Candida glabrata (rosa - malva). B) Candida albicans (verde esmeralda) 

 

3.2.5 Prueba de susceptibilidad de Candida albicans y Candida no  

albicans  

Según la metodología descrita en el documento M44-A2 publicado por el CLSI 

en el 2009, se utilizaron placas de 90 mm de diámetro, conteniendo agar Mueller-

Hinton suplementado con 2% de glucosa, a una profundidad de 4,0 mm.   

El proceso se inició a partir de un cultivo de 24 horas de incubación, el cual se 

resuspendió en 5mL de una solución salina y se ajustó a la turbidez del tubo 0,5 en la 

escala de McFarland. Luego se humedeció un hisopo esterilizado rotándolo contra las 

paredes del tubo para eliminar el exceso de líquido.  

Se sembró cuidadosamente en una placa conteniendo Mueller Hinton 

modificado en 3 direcciones, para obtener crecimiento uniforme colocando la placa 

hacia arriba durante 10 a 15 minutos. Se usaron discos antifúngicos con 25 μg de 

fluconazol y 1 μg de voriconazol los que se colocaron sobre la superficie de las placas 

A 
B 
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inoculadas, a una distancia de 4 cm. Luego las placas se incubaron las placas a 37° 

durante 24 horas. Después se realizó la lectura considerando los respectivos puntos 

de corte para Candida Spp. consignado por el documento M44-A2 del CLSI (Clinical 

and Laboratory Standars Institute), tal como se muestra el anexo 2 (Pfaller et al., 

2005). 

Figura 5 

 Prueba de susceptibilidad antifúngica en agar Muller Hinton a) Preparación del 

inóculo ajustó a la turbidez 0,5 de Mc. Farland b) Toma de la suspensión con hisopo 

estéril c) Inoculación en placa d) Aplicación de los discos de fluconazol y voriconazol 

 

 

A B 

C D 
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3.2.6 Producción de Fosfolipasas 

La actividad de fosfolipasas se determinó por el método semicuantitativo en 

placa, cada uno de los cultivos de Candida spp. fueron inoculados en medio agar 

Sabouraud dextrosa (ASD) suplementado con yema de huevo, y luego del crecimiento 

se procedió a medir la zona densa y blanca del hidrolizado bien definido, a manera 

de precipitado (Price et al., 1982; Samaranayake et al., 1984; D'Eça et al.,2011). 

El medio Agar Sabouraud Dextrosa yema de huevo estuvo constituido por 13,0 

g de ASD; 11,7g de NaCl; 0,11g de CaCl2; 184 mL de agua destilada y 10% de yema 

de huevo estéril (Sachin et al., 2012; Tsang et al., 2007). En la preparación del medio 

se disolvieron y esterilizaron todos los componentes sin la yema de huevo, luego se 

dejó enfriar hasta una temperatura de 50º y luego se agregó 20 ml de la yema de 

huevo. Los 20 ml de la yema de huevo se obtuvieron del sobrenadante del 

centrifugado a 500g x 10 min de la yema de huevo. Posteriormente se realizó 

suspensiones en solución salina de aproximadamente 106 células (10 ul) de cada uno 

de los cultivos puros proveniente de la siembra en agar Sabouraud por 24 h; esto se 

inoculo por triplicado en la superficie del medio ASD- yema de huevo (Ramos et al., 

2015; Sachin et al., 2012), luego se incubo a 37º C por 3 a 8 días (Oksuz et al., 2007) 

 La lectura de la fosfolipasa se realizó por el método descrito por Price et al., 

1982 y por Oksuz et al., 2007, donde el índice de actividad enzimática (Pz) está 

cuantificado por el diámetro de la colonia dividido por el tamaño de la zona hidrolizada 

alrededor de la colonia(precipitado), cuyo resultados son clasificados en cuatro 

rangos, de modo que cuando el índice Pz se acerca a cero indica una mayor actividad 

enzimática, mientras que valores cercanos a la unidad sugiere menor actividad 

enzimática. Los rangos de Pz están así, de 0.900 a 1.000, de 0.800 a 0.899, de 0.700 

a 0.799, y de valores menores a 0.699 hasta 0.699, que indican muy baja o nulo, baja, 

alta y muy alta actividad enzimática respectivamente (Panizo et al., 2005; Oksuz et 

al., 2015; Ramos et al., 2015). 

 

 

 

 

 

0.699 ≤ - 0.699   = Muy alta actividad enzimática (++++) 

0.700   -   0.799   =    Alta actividad enzimática       (+++) 

0.800   -   0.899    =   Baja actividad enzimática        (++) 

0.900   -   1.000     =   Muy baja actividad enzimática (+) 

 Diámetro de la colonia                 

Diámetro de la zona de 
 producción enzimática 
 

Pz  = 



22 
 

 
 

  

Figura 6 

Separación de la yema de huevo para preparación del medio Agar Sabouraud  

Dextrosa yema de huevo. 

 

Figura 7 

Medio Agar Sabouraud Dextrosa yema de huevo  
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Figura 8 

 Inoculación de la suspensión de los cultivos puros de Candida spp. en el medio 

Agar Sabouraud Dextrosa yema de huevo. 

 

3.2.7 Análisis estadístico de datos 

Una vez obtenido los datos de las variables, fueron ordenados en tablas y 

figuras, y se procedió a su descripción utilizando porcentajes y medidas de tendencia 

central como promedios, adicionalmente la prueba de chi cuadrado (P <0,05) con lo 

que se determinó que no existe diferencias significativas entre la sensibilidad y 

producción de fosfolipasas en cepas de C. albicans y C.  no albicans. Se utilizaron los 

programas de Microsoft Office Word y Excel versión 2010. 
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IV   RESULTADOS 

4.1. Identificación de las Candida albicans y Candida no albicans 

 

A partir de los datos obtenidos del estudio de los 60 cultivos puros, se 

determinó que 22(36,7%) correspondían a Candida albicans y 38 (63,3%) a C. no 

albicans (Tabla 1), agrupando este último las especies de C. tropicalis con 21 (35,0%), 

C. glabrata con 7 (11,7%), C. parapsilosis y C. krusei ambas con 4 (6,7%) y C. famata 

con 2 (3,3%). (tabla 2, figura 9).  

Las especies más frecuentemente identificadas fueron Candida albicans y C. 

tropicalis con 22 y 21 cultivos respectivamente; la menos frecuente fue C. famata solo 

con 2 cultivos. 

  

Tabla 1  

Frecuencia de los cultivos puros de Candida albicans y C. no albicans. 

Hospital Regional Lambayeque, 2017. 

Especie Frecuencia  Porcentaje 

C. albicans 22 36, 7% 

C. no albicans 38 63,3% 

Total 60 100% 
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Tabla 2  

Distribución de especies Candida albicans y C. no albicans. Hospital Regional 

Lambayeque, 2017. 

 

Especie Frecuencia Porcentaje 

C. albicans 22 36,7% 

C. no albicans   

C. tropicalis 21 35,0% 

C. glabrata 7 11,7% 

C. parapsilosis 4 6,7% 

C. krusei 4 6,7% 

C. famata 2 3,3% 

Total 60 100% 

 

Figura 9. 

Distribución de especies Candida albicans y C. no albicans. Hospital Regional    

Lambayeque, 2017 

 

 

C. albicans
36,7%

C. tropicalis
35,0%

C. glabrata
11,7%

C. 
parapsilosis

6,7%

C. krusei
6,7%

C. famata
3,3%
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4.2  Susceptibilidad de Candida albicans y Candida no albicans. Hospital     

Regional Lambayeque, 2017. 

El estudio de sensibilidad frente al fluconazol mostró que de los 60 cultivos 

candida estudiados el 88,3% (53) fue susceptible (S), el 10,0% (6) fue resistente (R) 

y solo el 1,7% (1) fue sensibles dependientes de la dosis (SDD). De las 22 (100,0%) 

C. albicans, 21(95,5%) fueron susceptibles, 1 (4,5%) resistente y ninguna SDD. De 

las 38(100%) C. no albicans estudiadas, resultaron ser susceptibles todas las cepas 

C. flamata (2)  y C. parapsilosis (4),  20 (95,2%)  de C. tropicalis, 6 (85,7%) de C. 

glabrata y solo una cepa de C. tropicalis (4,8%) fue SDD. Las cepas resistentes fueron 

una de C. glabrata y el 100%(4) de C. krusei, cuya especie es intrínsecamente 

resistente al fluconazol (Tabla 3). 

 

En tanto, el estudio de sensibilidad frente al voriconazol mostró que del total 

de especies de candida estudiados, el 98,3% (59) fue susceptible y el 1,7% fue 

resistente. De las 22(100%) C. albicans, 21(95,5%) resultaron ser susceptibles, solo 

una (4,5%) resistente y ninguna SDD. En tanto que, de las 38(100%) C. no albicans 

todas resultaron ser susceptibles, ninguna cepa fue SDD o resistente (Tabla 4). 
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Tabla 3. 

Distribución de la susceptibilidad al fluconazol y al voriconazol en cultivos puros 

de Candida albicans y C. no albicans. Hospital Regional Lambayeque, 2017. 

 

  Fluconazol n (%) 
  

Voriconazol n (%) 

Especie Sensible SDD Resistente Sensible SDD Resistente 

C. albicans 21 (95,5) 0 (0) 1 (4,5) 21 (95,5) 0 (0) 1 (4,5) 

C. famata 2 (100,0) 0 (0) 0 (0) 2 (100,0) 0 (0) 0 (0) 

C. krusei 0(0) 0 (0) 4 (100) 4(100,0) 0 (0) 0 (0) 

 C. tropicalis 20 (95,2) 1 (4,8) 0 (0) 21 (100,0) 0 (0) 0 (0) 

C. glabrata  6 (85,7) 0 (0) 1 (14,3) 7(100,0) 0 (0) 0 (0) 

C. parapsilosis 4(100,0) 0 (0) 0 (0) 4 (100,0) 0 (0) 0 (0) 

Total  general 53 (88,3) 1 (1,7 ) 
6 (10,0) 
  

59 (98,3) 0 (0) 1(1,7) 
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Figura 10. 

 Observación de la susceptibilidad antifúngica en especies del género Candida. 
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4.3  Producción de fosfolipasas en Candida albicans y Candida no albicans. 

Hospital Regional Lambayeque, 2017 

De las 60 especies estudiadas, 19 (31,7%) tuvieron una actividad enzimática 

muy alta (++++), 13 (21,7%) alta (+++), 4 (6,7%) baja (++) y solo 24 (40,0%) tuvieron 

muy baja o nula actividad enzimática (+). 

Los 22 cultivos de C. albicans produjeron fosfolipasas, de las cuales 14(23,3%) 

produjeron una actividad enzimática (Pz) muy alta, y 8 (13,3%) un Pz alta; en tanto 

que de 38 cultivos de C. no albicans, 5(8,3%) tuvieron un Pz muy alto, 5(8,3%) alto, 

24 (40,0%) muy bajo, 4(6,7%) bajo.  

 

De la producción enzimática de fosfolipasa por especie, resultaron producir un 

Pz muy alto: el 100%(2) de C. famata, el 63,6%(14) de C. albicans, el 25,0%(1) de C. 

krusei, el 25,0% (1) de C. parapsilosis y el 4,8%(1) de C. tropicalis; un Pz alto : el 

50,0(2)% de C. krusei, el 36,4%(8) de C. albicans, y el 14,3(3)% de C. tropicalis; Un 

Pz bajo: el 25,0%(1) de C. krusei, el 14%(1) de C. glabrata y el 9,5%(2) de C. 

tropicalis; y un Pz muy bajo el 85,7% (6) de las C. glabrata, el 75,0%(3) de C. 

parapsilosis y un 71,4%(15) de C. tropicalis (tabla 4). 

 

Los valores más cercanos a cero indicaron una alta actividad enzimática y lo 

cercanos a 1 una baja o nula actividad; de tal modo que los valores de Pz para C. 

albicans ubicado en 0,477 el mínimo y el 0,791 en el máximo; no obstante, los valores 

Pz para las Candida no albicans, se ubicaron el valor mínimo 0,518 correspondiente 

a C. famata y el Pz máximo de 1,00 correspondiente a 15 cultivos C. tropicalis, 6 de 

C. glabrata y 3 de C. parapsilosis. (Tabla 5).  

 

 

 



 
 

Tabla 4. 

Distribución de la producción de fosfolipasas en Candida albicans y C. no albicans. Hospital Regional Lambayeque, 2017 

Especies   Muy Baja      Baja        Alta       Muy alta Total 

 n                    % n  % n  % n % n % 

 -C. albicans 0 0,0 0 0,0 8 36,4 14 63,6 22 100,0 

-C. no albicans 24 40,0 4 6,7 5 8,3 5 8,3 38 63,3 

        C. famata 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 100,0 2 100,0 

       C. krusei 0 0,0 1 25,0 2 50,0 1 25,0 4 100,0 

       C. tropicalis 15 71,4 2 9,5 3 14,3 1 4,8 21 100,0 

      C. glabrata 6 85,7 1 14,3 0 0,0 0 0,0 7 100,0 

     C.parapsilosis 3 75,0 0 0,0 0 0,0 1 25,0 4 100,0 

Total general 24 40,0% 4 6,7% 13 21,7% 19 31,7% 60 100,0% 

 n: número de cultivos 

 



 
 

Tabla 5. 

Distribución de los valores de Pz entre los aislados de Candida albicans y C. 

no albicans. 

 

Pz* Clase** C. albicans C. no albicans 

  n % n % 

1,00 1+ 0 0,0% 24 63,16% 

0,90 -0,99 1+ 0 0,0% 0 0,00% 

0,80 - 0,89 2++ 0 0,0% 4 10,53% 

0,70 - 0,79 3+++ 8 36,36% 5 13,16% 

0,60 - 0,69 4++++ 7 31,82% 2 5,26% 

0,50 - 0,59 4++++ 5 22,73% 3 7,89% 

0,00 -0,49 4++++ 2 9,09% 0 0,00% 

Total  22 100,0% 38 100,0% 

 

* Pz :  Índice de actividad de la fosfolipasa 

       

           **0,90 – 1,00: 1+; 0,80 – 0,89: 2+; 0,70 – 0,79: 3+; < 0,69: 4+. 

 

 

 

 



 
 

Figura 11.  

Actividad de la fosfolipasa a los 8 días.(vista anterior) 

Observación de la zona hidrolizada (precipitado blanquesino) 

alrededor de la colonia 

 

 

Figura 12.  

Actividad de la fosfolipasa a los 8 días (vista posterior) 

Observación de la zona hidrolizada (precipitado blanquesino) 

alrededor de la colonia 
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Figura 13. 

Actividad de la fosfolipasa a los 8 días. Observación 

de una colonia con la zona hidrolizada definida. 

 



 
 

4.4  Relación entre Susceptibilidad y producción de fosfolipasas en Candida 

albicans y Candida no albicans. Hospital Regional Lambayeque, 2017. 

Aplicando la prueba de chi cuadrado, con un 95% de confianza (P=0,005) se 

determinó que no existe diferencias significativas entre la sensibilidad y producción 

de fosfolipasas, por lo cual no podemos determinar si existe alguna relación, tal como 

se demuestra en la tabla 6 y 7. 

Tabla 6. 

Relación entre la susceptibilidad al fluconazol y la producción de fosfolipasas 

en Candida albicans  

Prueba de tabla de contingencia chi-cuadrado para la independencia 

   Alta Muy alta Total 

Sensible Observado 8 13 21 

 % de fila 36,4% 63,6%         100,0% 

  % de columna 
100,0

% 
92,9%           95,2% 

Resistente Observado 0 1 1 

 % de fila 0,00%           100,0%         100,0% 

  % de columna 0,00% 7,1% 4,8% 

Total Observado 8               14 22 

 % de fila 33,3% 66,7%         100,0% 

  % de columna 
100,0

% 
          100,0%         100,0% 
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Tabla 7. 

Relación entre la susceptibilidad al fluconazol y la producción de fosfolipasas 

en Candida no albicans 

Prueba de tabla de contingencia chi-cuadrado 

  
 

Muy 
baja Baja Alta   Muy alta Total 

Sensible Observado 22 3 3 4 32 

 
% de fila 68,8% 9,4% 9,4% 12,5% 100,0% 

 

% de 
columna 91,7% 75,0% 60,0% 80,0% 84,2% 

SDD Observado 1 0 0 0 1 

 
% de fila 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 

 

% de 
columna 4,2% 0,0% 0,0% 0,0% 2,6% 

Resistente Observado 1 1 2 1 5 

 
% de fila 20,0% 20,0% 40,0% 20,0% 100,0% 

 

% de 
columna 4,2% 25,0% 40,0% 20,0% 13,2% 

Total Observado 24 4 5 5 38 

 
% de fila 64,9% 10,8% 10,8% 13,5% 100,0% 

 

% de 
columna 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 
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V   DISCUSIÓN 

Años atrás, los hongos se consideraban sin ningún potencial patogénico, sin 

embargo, las especies Candida, se están convirtiendo en una causa cada vez más 

frecuente de infecciones nosocomiales, sobre todo en personas inmunodeprimidas 

(Sachin et al., 2012). Esta capacidad lo convierte en un patógeno oportunista, ya que 

en condiciones normales no causaría ninguna dificultad, incluso forman parte de la 

microbiota habitual.  

    

En el estudio de susceptibilidad se encontró que a pesar del frecuente uso 

profiláctico del fluconazol, los cultivos de Candida spp continúan conservando alta 

sensibilidad, sin embargo, Pfaller et al., 2010, sugieren que la resistencia a fluconazol 

está en aumento, sobre todo en cepas de C. no albicans que se han convertido en las 

más frecuentemente aisladas. En el presente estudio el 88,3% (53) de los cultivos 

fueron susceptibles (S) al fluconazol, similar al realizado por Zuluaga et al., 2010, 

quien encontró una sensibilidad del 78,3% de un total de 337 aislamientos. 

  

En cuanto al voriconazol, la resistencia es poco frecuente, así se demuestra en 

nuestros resultados donde solamente 1 de 60 cultivos perteneciente a C. albicans fue 

resistente; sin embargo, en otro estudio realizado por Quindos et al,. observaron 

resistencia en C. glabrata (3,6%) y C. krusei (6,7%), más aún Zuluaga et al., en el 

2016, observaron esta resistencia a parte de C. glabrata y C. krusei, en aislados de 

C. tropicalis, C. parapsilosis y C. lipolytica. 

 

Se han llevado a cabo diversos estudios para determinar la actividad de la 

fosfolipasa, en el presente se encontró que el 60% (31,7% muy alta, 21,7% alta y 
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6,6% baja) del total de aislamientos produjeron esta enzima, resultados similares a 

los obtenidos por Sachin et al., (2012) cuya incidencia fue 60,9%. A diferencia de 

Panizo et al., (2005) quienes la reportaron en mayor porcentaje, 95%. Estas 

discrepancias en los resultados porcentuales se relacionan probablemente con las 

diferentes especies, número de aislados y metodologías usadas en los estudios. 

 

Varios estudios han demostrado que la actividad de las fosfolipasas se observa 

en un alto porcentaje en C. albicans, como lo reportaron Ramos et al., (2015) y Deepa 

et al., (2015) en un 100%, Campos (2015) en un 97%, Sachin et al., (2012) en un 

92,3% lo cual coincide con este estudio donde el 100% de C. albicans produjo la 

fosfolipasa.  

C. albicans es la especie más frecuentemente aislada de casos clínicos y 

considerada la especie más patógena del género, a la cual se le atribuye el mayor 

número de muertes debidas a infecciones micóticas, sin embargo, hay una tendencia 

hacia un aumento de C. no albicans, como como se demuestra en este estudio donde 

su incidencia fue del 63,3%, lo que confirma el aumento de nuevos patógenos 

emergentes que hace unas décadas su incidencia era muy inferior al 50% o por 

debajo de C. albicans. 

 

Estos resultados guardan relación con lo descrito por Pfaller et al., (2010), en 

el programa de vigilancia global de ARTEMIS (1997 al 2007), donde predomino 

C. albicans (65,3%) en la cual se observó disminución en su tasa de aislamientos, 

mientras que en las C. no albicans (C. glabrata, C. tropicalis y C. parapsilosis) sus 

aislamientos aumentaron; y también coinciden con Villanueva & Arenas (2007), al 

reportar que C. albicans ha disminuido drásticamente desde un 90% en los años 70 

a menos del 50% en la actualidad. Pero no guarda relación con lo descrito por 

Villalobos et al., y Pemán et al., (2011) quienes reportaron a C. parapsilosis como la 

especie más frecuentemente aislada. 

 

C. tropicalis es un patógeno conocido por ser importante en infecciones 

nosocomiales, y en los últimos años su incidencia ha aumentado considerablemente, 

sin embargo, en el presentes estudio, su producción de fosfolipasas se considera 
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débil o media (promedio Pz = 0,83), por lo que no podemos llegar a una conclusión 

real de que existe una relación real de, si existe relación entre la susceptibilidad y la 

producción de fosfolipasa. 

 

Se ha utilizado el método semicuantitativo en placa, Agar Saboraud Dextrosa 

yema de huevo, para medir la actividad enzimática de las fosfolipasas, obteniendo 

alta actividad enzimática, un aislado de C. albicans (0,477) y uno de C. famata (0,518). 

Panizo et al., (2005) obtuvieron más alta la actividad enzimática de fosfolipasas en C. 

albicans (0,248) y un cultivo de C. tropicalis (0,256) por lo tanto C. albicans como en 

las C. no albicans producen la fosfolipasa, las cuales son importantes para entender 

la correlación entre las especies y la infección. 
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VI   CONCLUSIONES 

6.1 Se identificaron 22(36,7%) cultivos de Candida albicans y 38 (63,3%) de 

Candida no albicans, de esta última se identificaron: 21 (35%) cepas de C. 

tropicalis, 7 (11,7%) de C. glabrata, 4 (6,7%) de C. parapsilosis, 4 (6,7%) de C. 

krusei, y 2(3,3%) de C. famata. 

 

6.2 En el estudio de susceptibilidad frente al fluconazol, el 88,3% (53) de los 

cultivos puros fueron sensibles (S), el 1,7%(1) fue sensibles dependientes de 

la dosis (SDD) y el 10,0% (6) fue resistente (R); mientras que frente al 

voriconazol el 98,3% (59) de los aislamientos fueron sensibles y el 1,7 % (1) 

fue resistente, perteneciendo este a C. albicans.   

 

6.3 En el estudio de la producción de Fosfolipasas mostró que el 31,7 % (19) de 

los cultivos presentaron actividad enzimática (Pz) muy alta, el 21,7 % (13) alta, 

el 6,9% (4) baja y el 40,0 % (24) muy baja.  

 

6.4 Aplicando la prueba de chi cuadrado y con un 95% de confianza (P=0,05) se 

determinó que no existe diferencias significativas en la relación entre la 

sensibilidad del fluconazol y voriconazol con la producción de fosfolipasas. 
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VII    RECOMENDACIONES 

• Para la identificación de especies de Candida, se puede utilizar adicionalmente 

las pruebas de fermentación de carbohidratos, entre los que tenemos Auxacolor, 

Uni-Yest Tek, API 20 CAUX, API Candida, entre otros. 

• Al evaluar la susceptibilidad a los antimicóticos: fluconazol y voriconazol se debe 

considerar siempre a las especies de Candida no albicans, pues algunas 

presentan resistencia innata como C. krusei al fluconazol, y otras cuya resistencia 

aunque baja aún, está en aumento por diferentes factores.  

• Las investigaciones posteriores deberían realizarse con un mayor número de 

cepas de Candida ssp, lo que permitirá obtener valores estadísticos más exactos, 

pues al aumentar el número de muestra, también aumentarán las cepas 

consideradas resistentes, con lo cual se podrían obtener valores significativos al 

comparar la resistencia con la susceptibilidad que en el presente trabajo no se 

logró comprobar.  

• Realizar investigaciones específicas sobre los tipos de fosfolipasas abordando los 

lugares donde actúan y relacionándolo con diferentes sitios anatómicos, con el fin 

de aclarar su contribución a la virulencia fúngica. 

• Dada la importancia de las fosfolipasas en la virulencia de hongos, se deben 

continuar con los estudios de otros factores, como son las proteinasas, el cambio 

fenotípico, la adherencia, su dimorfismo, síntesis de adhesinas y su capacidad 

para formar biopelículas. 

• Adicionalmente al uso de medios de cultivo para producción de fosfolipasas, se 

puede hacer una cuantificación con métodos más especializados, para obtener 

datos más precisos. 

• Con respecto al tiempo de incubación del medio Agar Sabouraud Dextrosa yema 

de huevo, se recomienda hacer la lectura entre los días 5 - 8; ya que al realizar la 

lectura a las 48h o 72 h como lo sugieren algunos autores, se observa solamente 

una leve formación del precipitado blanquecino, que puede llevar a falsos 

negativos.  
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Anexo 1 

Preparación del medio Agar Almidón Arroz 

 

Formula en gramos por Litro Instrucciones 

Arroz 200g ➢ Hervir el arroz en agua destilada por 5 

min. 

➢ Filtrar en doble gasa o papel Whatman 

N.º 2 (papel filtro), adicionar el agar y 

hervir hasta disolver completamente el 

agar. 

➢ Aforar a un litro.  

➢ Esterilizar a 121 °C por 15 min. 

➢ Repartir en placa estéril. 

➢ Conservar en refrigeración a 4°C. 

Agar 18g 

Agua 

destilada 

1000 mL 

 

Tomado del Manual de procedimientos técnicos para el diagnóstico micológico 

- Instituto Nacional de Salud, 2017 (zurita et al., 2017) 
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Anexo 2 

 

Puntos de corte, CLSI* para Candida, CIM (microdilución en caldo) y 

diámetro de inhibición (difusión en disco) 

 

Antimicótico CMI, µg/ml 

 
Punto de corte CMI en µg/ml                                           

(zona de inhibición en mm). 

 Sensible SDD** Resistente 

Fluconazol ≤ 8 ( ≥ 19) 
16-32 

(15-18) 
≥ 64 (≤ 14 ) 

Voriconazol ≤ 1 ( ≥ 17 ) 2     (14 - 18) ≥  4  (≤ 13 ) 

    

 Tomado de NCCLS M44-A (Zuluaga et al., 2010) 

    *Clinical and Laboratory Standars Institute. 

**SDD: Sensible dependiente de la dosis 
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Anexo 3 

Procedimiento en la preparación del medio Agar Saboraud Dextrosa – yema 

de huevo 

a) Preparación del ASD    

b) Separación y centrifugado de la yema de huevo  

c) Mezcla del ASD con el sobrenadante de la yema de huevo.  

EL procedimiento se realizó utilizando una cámara de flujo laminar. 

a)   

 

 

  

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

 

c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dejar reposar hasta    

50 ºC 

       Medio ASD Dilución y preparación 

del ASD junto al Nacl, 

CaCl2 y agua destilada. 

Autoclavado del medio 

Limpiar la superficie 

con antiséptico  

Extracción y separación 

de la yema de huevo 

Pasar a los tubos de 

centrífuga 

Centrifugar a 500g x 15 min 

Aprox. 800-1000 rpm 

Extracción del sobrenadante 

(20ml) 

Mezclar homogenizar 20 ml 

de huevo con el medio  

Servir 10 ml en placas 

Petri de 10 cm  
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Anexo 4 

 

Clasificación del índice de actividad enzimática (Pz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 5 

Mezcla de la yema huevo con el medio Agar Sabouraud Dextrosa. 

 

 

 

 

1.00 - 0.900   =Muy baja actividad enzimática (+) 

0.899-0.800     =   Baja actividad enzimática (++) 

0.799 -0.700=  Moderada actividad enzimática (+++) 

0.699 - ≤0.699 = Alta actividad enzimática (++++) 

 

   Diámetro de la colonia                   

 

Diámetro de la zona de    
producción enzimática 

Pz = 



53 
 

 
 

  

Anexo 6 

Especie Candida productora de fosfolipasa a 48h de incubación 

 

Anexo 7 

peMedida de la colonia y del halo de especies Candida productoras de 

fosfolipasa a los 8 días de incubación 
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