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RESUMEN 
 

 

En la presente investigación se aislaron las cepas de C. albicans aisladas a partir de 

hemocultivos de pacientes con fungemia. El objetivo de esta investigación fue determinar la 

prevalencia de genes resistentes al fluconazol y voriconazol en cepas de Candida albicans 

aisladas de hemocultivos en pacientes del Complejo Hospitalario Policial Luis Nicasio 

Sáenz-2018. Se recolectaron 176 cepas de Candida spp. que fueron aislada de hemocultivos 

y para la identificación de C. albicans, se realizó por la prueba de tubo germinativo y se 

confirmó con la prueba de identificación MicroScan RAPID YEAST ID PANEL. Para la 

prueba de susceptibilidad se realizó el método en difusión en disco, luego se realizó un 

análisis por PCR para obtener el secuenciamiento con el ABI 3730xl (Applied Biosystems, 

Foster City, California, EEUU) del gen ERG11 y ser analizado por BLAST y MEGA 6.0, 

obteniendo como resultado que 39 (22 %) fueron C. albicans. Se determinó que la resistencia 

de fluconazol y voriconazol fue 3 (7,7 %) y 2 (5,1 %) respectivamente para C. albicans, de 

las cepas aisladas de C. albicans con resistencia a los azoles (fluconazol y voriconazol) 

fueron tres las cepas resistentes a más de un antifúngico. En las tres cepas (cepa_Ca1, 

cepa_Ca2 y cepa_Ca3), se determinó la presencia del gen ERG11. Para la caracterización 

genotípica del gen ERG11, se realizó el secuenciamiento y luego se compararon con la 

secuencia publicada en GenBank de C. albicans del gen ERG11 cuya secuencia genómica 

AY856352 de 1587 pb. Por lo tanto, en las tres cepas (cepa_Ca1, cepa_Ca2 y cepa_Ca3) 

aisladas, se encontró más de una mutación. Concluyendo que la prevalencia de resistencia 

fue 3 (7,7 %) fluconazol y 2 (5.1 %) voriconazol para C. albicans con respecto al gen ERG11 

que fueron secuenciadas las tres cepas encontrándose una sustitución de aminoácidos de la 

tirosina por la histidina (Y257H), que está relacionado con la baja afinidad de los azoles. 

 

Palabras clave: Candida albicans; prevalencia; fluconazol; voriconazol; gen ERG11, Y257H; 

genes de resistencia; pacientes; centro hospitalario. 
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ABSTRACT 
 

Infections caused by C. albicans are of three types: cutaneous, mucosal, and systemic. In our 

investigation, it was a systemic infection in patients with fungemia who were isolated strains 

of C. albicans from blood cultures. The purpose of this research was to determine the 

prevalence of genes for resistance to fluconazole and voriconazole in strains of Candida 

albicans isolated from blood cultures in patients from the Luis Nicasio Sáenz-2018 Police 

Hospital Complex. 176 strains of Candida spp. that were isolated from blood cultures and 

for the identification of C. albicans, the germ tube test was performed and confirmed with 

the MicroScan RAPID YEAST ID PANEL identification test. For the susceptibility test, it 

was performed by the disk diffusion method. Then a PCR analysis is carried out and then 

sequencing with the ABI 3730xl (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) of the 

ERG11 gene and analyzed by BLAST and MEGA 6.0 obtaining 39 (22 %) were C. albicans. 

The resistance of fluconazole and voriconazole was determined was 3 (7.7 %) and 2 (5.1 %) 

respectively for C. albicans. The isolated strains of C. albicans with resistance to azoles 

(fluconazole and voriconazole) were three strains resistant to more than one antifungal. The 

three strains (strain_Ca1, strain_Ca2 and strain_Ca3), the presence of the ERG11 gene in said 

strains was determined. For the genotypic characterization of the ERG11 gene, sequencing 

was performed and then they were compared with the sequence published in GenBank of C. 

albicans of the ERG11 gene whose genomic sequence AY856352 of 1587 bp. Therefore the 

three isolates (strain_Ca1, strain_Ca2 and strain_Ca3) isolated found more than one 

mutation. Concluding that the prevalence of resistance was 3 (7.7%) fluconazole and 2 

(5.1%) voriconazole for C. albicans with respect to the ERG11 gene, the three strains were 

sequenced, finding a substitution of amino acids from tyrosine to histidine. (Y257H), which 

is related to the low affinity of azoles. 

 

Keywords: Candida albicans, prevalence, fluconazole, voriconazole, ERG11 gene, Y257H, 

resistance genes, patients, hospital. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

Las micosis es causada por hongos y está asociado con el aumento de la población de 

pacientes con inmunodeficiencia o sometidos a terapia inmunosupresora, por lo tanto es un 

problema creciente en la atención médica moderna1. La infección causada por Candida spp.  

denominada candidiasis es de tres tipos: cutáneo, mucosa y sistémica2,3. 

Candida albicans, es un hongo polimórfico de forma unicelular y es miembro de la flora 

gastrointestinal humana4. Los enfoques terapéuticos actuales tienen una efectividad limitada, 

especialmente una vez que se establece una infección sistémica, debido a la falta de una 

respuesta inmune efectiva. Impulsar la respuesta inmune a C. albicans ha sido el objetivo de 

la inmunoterapia, pero tiene que hacerse de forma selectiva para prevenir la hiperinflamación 

nociva5. Aunque es necesaria una respuesta inflamatoria eficiente para combatir la infección, 

la respuesta típica a C. albicans provoca daños colaterales en los tejidos, lo que agrava los 

efectos patológicos de la infección. En C. albicans y otras especies de levaduras como            

Candida glabrata se han descrito hasta diez genes diferentes que tiene afinidad con la 

producción de los transportadores ABC (ATP-binding cassette), llamados CDR (Cerebellar 

degeneration-related) conformado por CDR1 - CDR10. La resistencia a los azoles se ha 

observado en cepas con un aumento en la expresión de los genes CDR1 y CDR2. Las bombas 

de eflujo MFS (Major Facilitator Superfamily), están codificadas por los genes MDR 

(Multidrug resistance protein), emplean el gradiente de protones como fuente de energía, en 

lugar del ATP (Adenosin Trifosfato) y se han asociado con resistencia secundaria al 

fluconazol y quizá al voriconazol6. 

En el Hospital Nacional Guillermo Almenara de EsSalud, se han reportado con una tasa de 

incidencia de 1,18 casos de candidemia por cada 1 000 hospitalizaciones durante el año 2012 

y 20137; por tal motivo es fundamental realizar estudios con fortaleza metodológica para 

conocer la prevalencia de resistencia a fluconazol y voriconazol con el objetivo de encontrar 

asociaciones que permitan inferir las cualidades o tipo de infección micótica. Además, se 

debe contar con estudios con poblaciones de diferentes condiciones médicas y fortalecer los 

programas de vigilancia micótica establecido en nuestras instituciones para permitirnos llegar 

a conclusiones cercanas que se asemeja a la realidad. 
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Por lo expuesto, el objetivo de la siguiente investigación fue determinar la resistencia al 

fluconazol y voriconazol en cepas de Candida albicans. 

La Presente investigación persigue los objetivos: 

 

1.1. Objetivo general 
 

Determinar la prevalencia de genes de resistencia al fluconazol y voriconazol de 

cepas de Candida albicans aisladas de pacientes del Complejo Hospitalario Policial 

Luis Nicasio Sáenz-2018. 

 

1.2.  Objetivos específicos 
(1) Identificar el perfil fenotípico de resistencia a fluconazol y voriconazol 

de cepas de Candida albicans aisladas de pacientes del Complejo 

Hospitalario Policial Luis Nicasio Sáenz, por el método difusión en disco. 

(2) Identificar los genes de resistencia a fluconazol y voriconazol existen en 

las cepas de Candida albicans aisladas de pacientes del Complejo 

Hospitalario Policial Luis Nicasio Sáenz, mediante la Reacción en 

Cadena de Polimerasa. 

(3) Determinar la variabilidad genotípica del gen ERG11, resistente al 

fluconazol y voriconazol de cepas de Candida albicans aisladas de 

pacientes del Complejo Hospitalario Policial Luis Nicasio Sáenz, por 

método de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). 
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II. MARCO TEÓRICO 
 

 

2.1. Antecedentes del problema  

Tapia et al.8 determinaron mediante la prueba del antifungigrama la resistencia y 

sensibilidad de Candida spp al fluconazol, reportando en muestras de secreción 

faríngea en pacientes con VIH/SIDA del Hospital “Carlos Andrade Marín”, en el 

cual fueron 109 pacientes con VIH/SIDA mostrando el 100 % de sensibilidad al 

fluconazol y voriconazol in vitro. 

 

Montoya et al.9 identificaron molecularmente y evaluaron la susceptibilidad a 

fluconazol de Candida spp. colonizantes de pie en pacientes diabéticos que asisten 

a un programa de promoción de la salud de Turbaco, Bolivar durante agosto y 

diciembre del 2013, estudiaron a 172 pacientes, concluyendo que las especies 

patogénicas no albicans predomina como colonizantes, con mayor predominio la   

C. parapsilosis, esta identificación contribuye a conocer las especies de Candida 

que colonizan este grupo de pacientes, no hallando cepas resistentes a fluconazol. 

 

Núñez.10 determinó la resistencia al fluconazol y nistatina de Candida albicans 

vaginal crónica en el Centro Médico de Orientación y Planificación Familiar en 

Latacunga-Ecuador durante 2013, las pruebas de laboratorio específicamente en el 

fungigrama la obtuvieron de la resistencia al fluconazol en el 72 % y a la nistatina 

en un 55 %. Por tanto, determino que sí existe una alta resistencia a los antifúngicos 

(fluconazol y nistatina) más utilizados para contrarrestar Candida albicans vaginal. 

 

Lona-Reyes et al.11 describieron los factores asociados a la infección por Candida 

en una unidad de cuidado intensivo neonatal (UCIN) del Hospital civil de 

Guadalajara “Dr. Juan I. Menchaca” en México durante 2019 que utiliza la profilaxis 
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con fluconazol. El diseño de estudio fue de casos y controles pareado por edad 

gestacional realizado en el Hospital de Guadalajara Dr. Juan I. Menchaca en México. 

Se estudiaron a recién nacidos con infección de C. glabrata y para cada uno se 

seleccionó un control pareado por edad gestacional. El 66,7 % presentaron infección 

con sexo masculino y con edad gestacional de 31,5 semanas. Se observó mayor 

riesgo de infección por C. glabrata cuando se evidencio la prescripción de más de 

un esquema antimicrobiano (OR=21, IC 95 % 1,23 - 358,3; p = 0,006) y en pacientes 

con comorbilidades quirúrgicas (OR=8, IC 95 % 1,01 - 63,9; p = 0,04). Durante el 

periodo de estudio el riesgo de infección no se vio aumentado por la exposición a 

fluconazol. Concluyeron que presentaron mayor riesgo de infección 

por C. glabrata los neonatos con más de un esquema antimicrobiano y aquellos con 

comorbilidades quirúrgicas. 

 

Sakagami et al.12 compararon la susceptibilidad de seis antimicóticos (fluconazol, 

itraconazol, voriconazol, caspofungina, micafungina y anfoterecina B) con              

133 cepas de Candida a partir de hemocultivo durante 2008-2013 en el Hospital 

Universitario Medico Aichi. Todas las cepas fueron identificadas por espectrometría 

de masas, la desorción / ionización láser asistida por matriz (MALDI-TOF). Luego 

realizaron el test de susceptibilidad antifúngica por la concentración mínima 

inhibitoria (MIC) para los antifúngicos ya mencionado, después la extracción de 

ADN para realizar la reacción de la cadena de polimerasa (PCR) para los genes fks1, 

fks2, cdr1, cdr2, snq2, erg11 y ura3. Luego secuenciamiento de los genes de               

C. albicans fueron el aislado más común seguido por C. parapsilosis, C. glabrata, y 

C. tropicalis. Los valores del MIC para voriconazol más bajo fueron para                      

C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis. Los valores de MIC más bajo para 

micafungina fue C. glabrata. De los 133 aislamientos, dos cepas se identificaron 

como resistente a los antifúngicos. Una de la cepa fue C. glabrata, resistente a 

fluconazol en la cual el gen transportador ABC estaba regulada positivamente. La 

otra cepa también es C. glabrata pero resistente a micafungina, que tenía                       

13 sustituciones de aminoácidos en FKS1 y FKS2 con la sustitución V1342I en 
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FKS1. Se concluyó que la incidencia en hemocultivo causada por Candida spp 

resistente a los antifúngicos es raro entre 2008-2013 en dicho hospital. 

Goemaere et al.13 Exploraron la adquisición de resistencia a los antifúngicos y la 

posible propagación de C. glabrata en el Hospital Universitario Leuven                        

(2004-2015), durante un periodo de 12 años mediante el análisis de 187 aislado de 

C. glabrata en hemocultivo. Luego realizaron la concentración mínima inhibitoria 

(MIC) para anidulafungina (AFG), anfoterecina B (AMB), caspofungina (CAS), 

fluconazol (FLC), itraconazol (ITC), micafungina (MFG) y voriconazol (VRC). 

Luego realizaron la extracción de ADN, la genotipificación y secuenciamiento de 

FKS. Encontraron una cepa resistente a MFG debido a una mutación en el gen FKS2.                        

La resistencia a FLC se mantuvo estable durante todo el periodo y se observó en                  

20 (10,7 %) de los aislamientos. No se encontró ningún vínculo entre el genotipo y 

la resistencia. Sin embargo, en un análisis de multilocus indicaron una posible 

propagación intrahospitalaria de algunos pacientes. Por una PCR en tiempo real 

mostraron que a diferencia de otras bombas de eflujo ABC, la expresión de CgCDR1 

fue significativamente mayor en las cepas resistente, lo que sugiere que estaría más 

involucrado en la resistencia al fluconazol. 

 

2.2. Aspectos teóricos  
 

2.2.1. Candida albicans 

2.2.1.1. Generalidades 

Candida albicans se encuentra en el ambiente como reservorio natural 

y también es parte de la microflora normal en humanos11. Sin embargo, 

también es un patógeno oportunista que puede causar infecciones 

graves y a menudo, fatales en el torrente sanguíneo12. 

El dimorfismo de C. albicans, permite evadir los mecanismos de 

defensa relacionados con la inmunidad celular del hospedero. En 
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forma de levadura se comporta como saprofito, conviviendo en 

simbiosis con el huésped, mientras que, C. albicans en forma 

filamentosa, se comporta como un parásito patógeno produciendo 

síntomas en el huésped. Además, es reservorio del hombre, formando 

parte del microbiota de la piel, cavidad oral, tracto gastrointestinal y 

sistema genitourinario. Las colonias y las características morfológicas 

microscópicas de las especies de Candida tienen poco valor para la 

identificación definitiva. La mayoría de las especies de Candida 

producen colonias blancas y cremosas, pero algunas forman colonias 

más aplanadas y más secas. 

La proporción de especies diferentes que causan candidemia se ha 

desplazado hacia especies de Candida no albicans; Candida tropicalis 

y Candida parapsilosis son prominentes en Taiwán y China, 

respectivamente13, y Candida glabrata es prominente en los Estados 

Unidos14. 

 

2.2.1.2. Patogenia  

            C. albicans tiene la capacidad de infectar a su hospedador por diversos 

mecanismos por tener una amplia gama de factores de virulencia. 

Además tiene varios factores, como la transición morfológica entre 

levaduras y formas hifales, la expresión de adhesinas e invasinas en la 

superficie celular, la formación de biopelículas, el cambio fenotípico 

y la secreción de enzimas hidrolíticas se consideran como factores de 

virulencia15. C. albicans tiene dos mecanismos diferentes para invadir 

las células huésped: la endocitosis inducida y la penetración activa. 

Para la endocitosis inducida, C. albicans expresa proteínas 

especializadas en la membrana celular (invasinas) que media la unión 

a los ligando del hospedador como la E-cadherina en las membrana de 

las células epiteliales16 y la N-cadherina en las células endoteliales17, 
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lo que desencadena el envolvimiento de la célula fúngica en la célula 

hospedadora. 

2.2.1.3. Polimorfismo 

La capacidad de C. albicans para crecer como levadura y en formas 

filamentosas (hifas y seudohifas) es un mecanismo de patogenicidad18. 

La forma de hifas es esencial para Candida spp. que le permite escapar 

de los fagocitos en los vasos sanguíneos y también colonizan en 

dispositivos médicos formando biopelículas19. Por el contrario, la 

forma de levadura ayuda a la propagación del patógeno en los tejidos 

del huésped20. 

2.2.1.4. Adhesina e invasinas 

C. albicans tiene un complejo de proteínas (adhesinas) especializadas 

que median la adherencia de otras células de C. albicans, superficies 

abióticas y a las células huésped21. Las adhesinas son generalmente 

GPI (Glicosilfosfatidilinositol), proteína modificada de la pared celular 

(CWP). De las ocho proteínas de Als (aglutininas), la adhesina 

asociada a la hifa Als3 es especialmente importante para la adhesión22. 

2.2.1.5. Aislamiento  

La identificación de las levaduras, habitualmente se realiza por 

diversos métodos comerciales que parten en la reacción de 

Carbohidratos como API ID 32C, API CAUX o mediante métodos 

automatizados como el sistema Vitek – ID YST (BioMérieux, Marci 

L`Etoile, France) y MicroScans Rapid Yeast ID panel (Beckman, 

USA). También en el medio de cultivo convencional basado en su 

característica morfológica de Candida como el agar harina de maíz, 

agar Sabouraud dextrosa o agar arroz, junto con los medios 

cromogénicos diferenciales. La desventaja de estos métodos de 
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identificación de carácter fenotípicos destaca su lentitud en el 

crecimiento del hongo y no son muy precisos en la identificación 

La biología molecular es una alternativa basada en técnicas de ADN 

como la reacción de la cadena de polimerasa (PCR) que han 

aumentado su rapidez de diagnóstico, mejorando la capacidad de 

diferenciación entre especies, debido al elevado costo y el 

requerimiento de personal experto para su interpretación, está en etapa 

de adaptación a la práctica clinica23
. 

El sistema de espectrometría de masas por matrix-assisted laser 

desorption ionization time-of-flight (MALDI – TOF) es una tecnología 

emergente capaz de proporcionar una rápida identificación de especies 

microbianas a partir de colonias aisladas, capaz de diferenciar hasta 

nivel de subespecie24. 

2.2.1.6. Mecanismo y genes de resistencia en C. albicans 

Existe diversos antifúngicos para tratar infecciones de Candida. Los 

polienos, azoles, equinocandinas, análogos de nucleósidos y 

alilaminas se utilizan según el tipo y el sitio de infección para las 

especies de Candida25,26.  

El antifúngico azole de primera línea como fluconazol, su sitio blanco 

es el lanosterol 14-alfa-demetilasa codificado por el gen ERG1127. 

Existen diferentes tipos de mecanismo de resistencia al fluconazol por 

C. albicans. Las mutaciones que ocurren dentro de sus alelos ERG11, 

como sustituciones de aminoácidos28. Otro tipo de mecanismo de la 

resistencia al fluconazol en C. albicans es el aumento de la expresión 

de ERG11, debido a la mutación del gen que codifica el regulador 

transcripcional Upc2p29. Además, los mecanismos de resistencia a 

fluconazol en C. albicans implican la sobreexpresión de las bombas de 

eflujos Mdr1p y Cdr1p / Cdr2p y TAC1 (activador transcripcional de 

los genes CDR) es un factor de transcripción del grupo de zinc que 
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regula en los genes que codifican unión de ATP y el transportador 

ABC codificado por los genes CDR1 y CDR230. 

El voriconazol es un antifúngico de segunda generación, pertenece a 

la clase de triazol y tiene actividad contra Candida spp. Aunque el 

voriconazol se usa ampliamente para tratamiento de infecciones 

micótica, tiene efectos adversos a medida que los pacientes se someten 

a una terapia prolongada31. 

 

2.2.1.7. Diagnóstico molecular para el mecanismo de resistencia en C. 

albicans 

Un diagnóstico preciso y temprano de una infección por hongos está 

asociado con resultados favorables para el paciente32. Existe 

metodología para detección basados en ADN utilizando 

principalmente reacción en la cadena de  polimerasa (PCR), pero 

también hay pruebas en la detección y amplificación basada en la 

secuenciación del ácidos nucleicos (NASBA)33. Además, la PCR en 

tiempo real con sondas fluorescentes que permite la detección de 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), asociados con la 

resistencia a fármacos34. La detección de mecanismos de resistencia se 

ha realizado mediante sonda de transcripción inversa RNAm en los 

principales genes de resistencia a fármacos, como ERG11, MDR1, 

CDR1 y CDR235. 

 La Next-Generation Sequencing (NGS), esta técnica se han 

implementado para laboratorios clínicos con 121 amplicones para 

amplificar los genes conocidos de resistencia a medicamentos 

antifúngicos y sus mutaciones36. 
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2.2.2. Fármacos antimicóticos contra Candida albicans 

2.2.2.1. Fluconazol (C13H12F2N6O) 

Es un antifúngico de la familia de los azoles para el tratamiento de las 

candidiasis superficiales y sistémicas. El mecanismo de acción inhibe 

el citocromo P450 fúngico de la enzima 14α-demetilasa. Esta 

inhibición previene la conversión de lanosterol a ergosterol, 

componente esencial de la membrana citoplasmática fúngica37. 

Además, el fluconazol es recomendado para infecciones fúngicas 

invasivas en el humano, una identificación rápida del patógeno es 

fundamental para el tratamiento terapéutico disminuyendo la 

morbilidad y mortalidad con método de diagnóstico más rápido como 

la técnica de espectrometría de masas MALDI-TOF38
. 

2.2.2.2. Voriconazol (C16H14F3N5O) 

Es un fármaco antifúngico del grupo de los derivados triazólicos. El 

mecanismo de acción del voriconazol es similar a los imidazólicos, 

actúa a nivel de la desmetilación del ergosterol39. El voriconazol es una 

alternativa de tratamiento para pacientes con candidiasis con fracaso 

de otros antifúngicos, tiene una tasa 55 % de éxito en el tratamiento40. 

Además, tiene una actividad de amplio espectro a concentraciones de   

≤ 1 mg/l contra los patógenos fúngicos más comunes incluyendo cepas 

de Candida resistente a fluconazol41-42. 
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III. METODOLOGÍA 

 

3.1. Tipo de investigación 

Investigación no experimental, observacional de nivel descriptivo y de corte 

transversal. 

3.2. Consideraciones éticas 

Cepas de C. albicans, almacenadas en el laboratorio de Microbiología del Complejo 

Hospitalario Luis Nicasio Saenz, no se requiere autorización de pacientes. Además, 

los datos se trataron en confidencialidad de acuerdo a las buenas prácticas clínicas43. 

3.3. Unidad de análisis 

Cepas de Candida albicans resistente a fluconazol y voriconazol aisladas de 

pacientes del Complejo Hospitalario Policial Luis Nicasio Sáenz, Lima, Perú. 

 

3.4. Muestra 

Estuvo compuesta por cepas de C. albicans de pacientes del Complejo Hospitalario 

Policial Luis Nicasio Sáenz. Lima, Perú-2018. 

3.5. Tamaño de muestra 

Estuvo constituido por la 176 cepas de Candida spp, aisladas de hemocultivos de 

pacientes del Complejo Hospitalario Policial Luis Nicasio Sáenz, Lima, Perú-2018 
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3.6. Técnicas o instrumentos de recolección de la información de datos 
 

3.6.1. Aislamiento e identificación de Candida albicans 

Las muestras de C. albicans, fueron aisladas a partir de frascos de 

hemocultivos automatizados por BacTAlert (Organon). Ver anexo 2. Se 

inocularon mayor de 10 mL de sangre periférica de pacientes en cada frasco 

de hemocultivo, se incubaron a 37 °C por 7 días. Se consideró un hemocultivo 

negativo cuando no hay un sistema de alerta durante los 7 días en el equipo 

automatizado. Un hemocultivo positivo fue sembrado en agar Sabouraud 

dextrosa (ASD) suplementado con cloranfenicol.  Se sembraron por estrías en 

placas de ASD y con ayuda de una pipeta Pasteur estéril se agregó una 

cantidad considerable de muestra en el medio de cultivo ASD, realizándose 

por duplicado. Los medios de cultivos fueron incubados en condiciones de 

aerobiosis a 37 °C durante 24 h y el otro, a temperatura ambiente                        

(18 °C - 25 °C) durante 72 h. Posteriormente, se realizó una resiembra en el 

medio de cultivo ASD, con la finalidad de verificar la pureza de C. albicans44. 

 

3.6.2. Caracterización fenotípica de C. albicans 

A partir del aislamiento de especie micótica, se procedió a evaluar las 

características morfológicas de las colonias: aspecto, tamaño, forma, color, 

elevación de la colonia, que nos orientaron hacia el grupo en estudio,                 

C. albicans en ASD, con característica de colonias con crecimiento rápido, 

cremosas, de color blanco o ligeramente crema, convexas, lisas, de aspecto 

mate u opaco45. 

 

3.6.2.1. Observación microscópica  

A partir del crecimiento en el ASD, se procedió a colocar en un 

portaobjetos una cantidad considerable de la cepa, posteriormente se 
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agregó una gota de hidróxido de potasio al 10 % y se cubrió con una 

laminilla facilitando la observación, debido a que esta sustancia 

presento un efecto clarificador, disolviendo los distintos elementos 

celulares y dejando intacta la pared celular fúngica. De igual manera, 

se realizó el mismo procedimiento, con colorante el azul de lactofenol 

con la finalidad de observar al microscopio la morfología celular, 

como la presencia de blastoconidias redondas u ovales, con o sin 

gemación, pseudohifas, posiblemente Candida spp45. 

 

3.6.2.2. Prueba del tubo germinativo 

Se emulsiono una porción de la colonia aislada de Candida spp. en    

0,5 mL de suero humano. Se incubó a 35 °C durante 2 h depositando 

una gota de la emulsión sobre un portaobjetos y un cubreobjetos. Las 

pruebas positivas se visualizaron en los tubos germinales45. 

 

3.6.2.3. Sistema de identificación automatizado MicroScan RAPID 

YEAST ID PANEL. 

Se utilizó un sistema de micro dilución para aislamientos clínicos de 

levaduras, empleando paneles de identificación a partir de 27 sustratos, 

usando reacciones enzimáticas; en un tiempo de 4 h, de fácil 

configuración y lectura. La interpretación automatizada se realizó a 

través de LabPro Information Manager o en línea con la herramienta 

de búsqueda Biotype. Ver anexo 1. 

 

3.6.3. Prueba de Sensibilidad para C. albicans 

Para la determinación de la sensibilidad antifúngica, se realizó según lo 

recomendado por Meiss et al46. El procedimiento de difusión en disco se llevó 

a cabo de la siguiente manera: se tomaron de 3 - 5 colonias de C. albicans, 
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luego con ayuda de un hisopo estéril, se sembró por diseminación sobre la 

superficie de la placa de agar Mueller Hinton modificado (se adiciono  2 % 

glucosa y 0.5 mg/mL de azul de metileno), la cual se dejó secar de                          

3 - 5 minutos, posteriormente con ayuda de una pinza estéril, se presionó 

suavemente sobre la superficie del agar y se colocaron los discos de 

antimicóticos de elección: fluconazol (25 μg), y voriconazol (1 μg). Después, 

estas placas se incubaron a 37 °C durante 24 h en aerobiosis, al cabo de cierto 

tiempo se realizó la medición de los halos de inhibición y dependiendo del 

tamaño se clasificaron, según las categorías establecidas por Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) del 2019, en sensible (S), intermedio 

(I) y resistente (R). Además, para el control de calidad del método difusión en 

disco y para la determinación de susceptibilidad se utilizaron cepa de                 

C. albicans ATCC 90028. 

 

 

3.6.4. Amplificación del gen ERG11 de resistencia para C. albicans 

Se realizó según lo recomendado por Wu et al.47 las levaduras fueron 

sembradas en medio caldo de Peptona Dextrosa Extracto de Levadura (YEPD) 

a 37 °C con agitación, hasta alcanzar fase exponencial y se extrajo el ADN 

genómico mediante el sistema comercial High Pure PCR Template 

Preparation Kit® (Roche) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se 

amplificaron por PCR la región 405-488 del gen ERG11 (Gene ID: 3641571). 

Cada reacción estuvo compuesta por tampón de RPC 1X, MgCl2 2 mM, dNTP 

0,2 mM, Taq polimerasa Biolasa (Bioline®) 5 U y cebadores 0,2 μM (Tabla 

1), 10 μL de ADN templado genómico y se completó el volumen a 50 μL con 

agua bidestilada.  
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Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificación del gen ERG11 
Gen Nombre  5’a 3’  Secuencia Tamaño 

ERG11 
CaERG11_1 Sentido  GAAAGGGAATTCAATCG  

1745 pb 
CaERG11_2 Antisentido  TGTTAATCCAACTAAGTAAC 

 Fuente. Wu et al. 201841 

 

 

3.6.5. Secuenciación del gen ERG11  

Los productos de la PCR se purificaron usando el sistema enzimático 

ExoProStar. Se mezclaron 40 µL de producto de la PCR y 16 µL de la mezcla 

enzimática ExoProStar y se incubaron en termociclador a 37 ºC durante          

15 min y luego a 80 ºC durante 15 min, con el fin de inactivar algunas enzimas. 

Las muestras fueron secuenciadas en el equipo ABI 3730xl (Applied 

Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) en el Instituto Nacional de Salud 

(Lima, Perú), se utilizaron los cebadores diseñados por el programa Primers 

3 (ver tabla 2). Una vez secuenciadas las muestras, se depuraron las secuencias 

usando dicho programa.  

Tabla 2. Cebadores utilizados para la secuenciación del gen ERG11 

Gen Nombre  5’ a 3’  Secuencia 

ERG11 

CaERG11_1 Sentido  GAAAGGGAATTCAATCG  

CaERG11_2 Antisentido TGTTAATCCAACTAAGTAAC 

CaERG11_3 Sentido CTTCATATGGTCAACAACC  

CaERG11_4 Antisentido  ATGAAACAGAATTAGCTTTG  

CaERG11_5 Sentido  GTTATGAAAACTCAACCAG 

CaERG11_6 Antisentido  GAGGTAAAGGTAAATTAGGG 

CaERG11_7 Sentido TCCAGGTTATGCTCATACTA 

CaERG11_8 Antisentido  TACCGAAAACTGGAGTAGT  

   Fuente. Xu et al. 2008 
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3.7. Procesamiento de la información o de datos 
Todos los datos fueron obtenidos a través de una base de datos establecido por un 

formato. Se evaluó, la prevalencia de genes de resistencia con el paquete estadístico 

STATA 12 y variabilidad genética con el programa Mega 6.0. 
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IV. RESULTADOS 
 

Se aislaron un total de 176 cepas de Candida spp. a partir de los hemocultivos, en el 

laboratorio del Complejo Hospitalario Policial Luis Nicasio Sáenz durante el 2018. Luego 

fueron reactivadas las cepas y se procedieron a identificar para Candida albicans. En la 

figura 1 se observa C. albicans por la prueba de tubo germinativo. Además, fueron 

confirmados por el sistema de identificación automatizada por MicroScan RAPID YEAST 

ID PANEL. Se obtuvieron 39 (22,2 %) identificados como C. albicans y 137 (77,8 %) 

como Candida no albicans.  

 

 

 

 Figura 1. Característica fenotípica de C. albicans por la prueba de tubo germinativo 
    Fuente. Elaboración propia, marzo 2018 

 

 

Prueba de sensibilidad para Candida albicans. 

 

La prueba de sensibilidad para C. albicans se realizó de acuerdo al procedimiento Meis46, y 

los criterios de interpretación que se observa en la tabla 3, para la prueba de difusión en disco 

de fluconazol y voriconazol fueron de la CLSI (42–44).   
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Tabla 3. Interpretación de la prueba de difusión en disco (mm) para Candida albicans 

 Antifúngico S SDD R 

Fluconazol ≥ 19 15-18 ≤ 14 
Voriconazol ≥ 17 14-16 ≤ 13 

S: sensible; SDD: susceptibilidad dependiente de la dosis R: resistente. 
Fuente. CLSI M44-A. 2017 

 

 

En la tabla 4 se obtuvieron la siguiente prueba de sensibilidad para C. albicans.  

 

Tabla 4. Interpretación de los resultados de sensibilidad para C. albicans 
 
 

S 
 

SDD 
 

R 

Antifúngico % N   % N   % N 

Fluconazol 92,3 36 
 

0 0 
 

7,7 3 
Voriconazol 94,9 37   0 0   5,1 2 
S: sensible; SDD: susceptibilidad dependiente de la dosis R: resistente. 
Fuente: Elaboración propia, marzo 2018 

 

 

En la tabla 5 se obtuvieron las cepas aisladas de C. albicans con resistencia a los azoles 

(fluconazol y voriconazol), fueron resistentes a más de un antifúngico. También se puede 

observar en la figura 2 y 3 los halos de inhibición para las cepas_Ca1 y cepa_Ca2 

respectivamente. 

Tabla 5. Sensibilidad de las cepas con un tipo de resistencia a los azoles 

N° de cepas Fluconazol Voriconazol 
cepa_Ca1 R R 
cepa_Ca2 R S 
cepa_Ca3 R R 
S: sensible; R: resistente. 
Fuente. Elaboración propia, marzo 2018 
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Figura 2. Difusión en disco para C. albicans 
(cepa_Ca1). 1: Fluconazol (FCA25).; 2: Voriconazol 
(VCZ1), se muestra resistencia en ambos. 
Fuente. Elaboración propia, marzo 2018 

 

 

Figura 3. Difusión en disco para C. albicans 
(cepa_Ca2). 1: Fluconazol (FCA25); 2: Voriconazol 
(VCZ1), mostrando halo de sensibilidad a voriconazol. 
Fuente. Elaboración propia, marzo 2018 

Cepa_Ca 1 

Cepa_Ca 2 
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Caracterización molecular del gen de resistencia a fluconazol y voriconazol. 
 

Se observa en la figura 4, las tres cepas (cepa_Ca1, cepa_Ca2 y cepa_Ca3), se amplificaron 

por reacción de la cadena de la polimerasa (PCR), el gen ERG11 detectándose en las tres 

cepas dicho gen. 

 

 

Figura 4.  Reacción de la Cadena de polimerasa para la amplificación del gen ERG11 

(1587pb). Carril 1: marcador del peso molecular; Carril 2,3 y 4: marcador del gen ERG11 

en cepa_Ca1, cepa_Ca2, cepa_ Ca3, respectivamente. 
Fuente. Elaboración propia, marzo 2018 

 
 

 

 



 

21 

 

Secuenciamiento del gen ERG11 con resistencia a fluconazol y voriconazol 
 

Los resultados de la tabla 6, refieren el secuenciamiento de lo analizado por BLAST y se 

compararon con la secuencia publicada en GenBank de C. albicans del gen ERG11 cuya 

secuencia genómica AY856352 de 1587 pb. 

 

 

Tabla 6. Resultado del secuenciamiento de las cepas resistente a los azoles 
N° de 
cepas Mutación de nucleótido Cambios en los aminoácidos 

cepa_Ca1 T769C, A427C, A395T, T613G Y257H, K143Q, Y132F, Y205E 
cepa_Ca2 T769C, T613G, A779T, A395T Y257H, Y205E, E260V, Y132F 
cepa_Ca3 T769C, A427C, A395T, T613G, 

A395T 
Y257H, K143Q, Y132F, Y205E, 
D116E 

La secuencia de C. albicans fueron comparado con GenBank AY856352 
Abreviatura de los aminoácidos: D, (Ácido aspártico); E, (Ácido glutámico); F, (Fenilalanina); H, (Histidina); K, (Lisina); 
Q, (Glutamina); V, (Valina); Y, (Tirosina). Abreviatura de los nucleótidos: A, (Adenina); T, (Timina); G, (Guanina);  
C, (Citosina). 
Fuente. Elaboración propia, marzo 2021 
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V. DISCUSIÓN 
 

La fungemia, es la presencia de un hongo en la sangre por lo tanto Candida albicans es la 

más prevalente en un hemocultivo. Los tratamientos para una fungemia son por lo general 

fluconazol y voriconazol, aunque C. albicans ya presenta varios mecanismos de 

resistencias a los azoles. 

En la presente investigación, se evaluaron las cepas de Candida spp aisladas a partir de 

hemocultivo, de las cuales 39 (22 %) fueron C. albicans. En la tabla 4, se observa los 

resultados del antibiograma por difusión en disco para los azoles (fluconazol y 

voriconazol) y en la tabla 5 las cepas resistentes 3 (7,7 %) y 2 (5,1 %) para fluconazol y 

voriconazol respectivamente. En un reporte de candidemia realizado en un hospital 

nacional en el Perú, durante 2004-2006, el 39 % por C. albicans fue reportado en unidad 

de cuidados intensivo (UCI) 50 y otro estudio realizado también en el Perú durante         

2013-2015, a partir de hemocultivo se aisló el 27,8 % de C. albicans51, por lo tanto, en 

nuestro nosocomio la frecuencia de aislamiento por C. albicans está en relación con otros 

estudios realizados en otros hospitales del Perú y no habiendo diferencia significativa en 

el aislamiento de C. albicans a partir de hemocultivos. Con respecto a la resistencia a 

fluconazol, en un estudio realizado por Rodríguez et al, solo 1 (1,1 %) presento resistencia 

al fluconazol, no reportando resistencia al voriconazol para C. albicans a partir de 

hemocultivos. Mientras la resistencia a fluconazol es 1 (0,5 %) para América latina52 y       

1 (2,2 %) en Perú53, podemos decir que en nuestro estudio han aumentado los números de 

casos que tiene resistencia a fluconazol con respecto a C. albicans ya sea por un 

mecanismo de resistencia a los azoles. En un estudio realizado respecto a la resistencia a 

voriconazol fue 1 (0,3 %) para Brasil55 y 3 (5.0 %) en Perú54. A comparación con nuestro 

estudio la resistencia a voriconazol no tiene diferencia significativa con los casos que se 

dieron en Brasil y Perú.  

 

A pesar que la resistencia a fluconazol y voriconazol en nuestro estudio es bajo, el 

mecanismo de resistencia a los azoles está relacionado con la mutación del gen ERG1156. 

El gen ERG11 produce la enzima 14-α-esterol desmetilasa (CYP51A1), que participa en 

la biosíntesis del ergosterol y es el sitio activo de los azoles57,58. Por tal motivo en nuestro 
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estudio en la figura 4 se tomó interés en dicho gen ERG11 para una PCR encontrándose 

que en las tres cepas (cepa_Ca1, cepa_Ca2 y cepa_Ca3), tuvieron resistencia a los azoles. 

 

El gen ERG11 está compuesto por 1587 pb, de los cuales, los primeros 1560 pb están 

relacionado con la resistencia a los azoles, cuando ocurre una sobreexpresión o 

mutación59. En nuestro estudio de las cepas de C. albicans aisladas a partir de 

hemocultivos, buscamos mediante secuenciamiento del gen ERG11 alguna mutación 

relacionada con la resistencia a los azoles. En la tabla 3 de nuestro estudio mostramos las 

3 cepas (cepa_Ca1, cepa_Ca2 y cepa_Ca3) aisladas, se encontraron mutaciones en el 

T769C y está relacionado en el cambio de aminoácidos Y257H. En estudios anteriores el 

Y257H está relacionado con una susceptibilidad reducida para los azoles en                            

C. albicans.60,61 En la cepa_Ca1 y cepa_Ca3 se encontraron las mismas mutaciones 

Y257H, K143Q, Y132F y 205F. Aunque en la cepa_Ca3 tiene una mutación más D116E. 

Por lo tanto, la D116E, se podría decir que no está relacionado con la resistencia a los 

azoles. La cepa_Ca2 se ha encontrado cuatro mutaciones Y257H, Y205E, E260V y 

Y132F, aunque esta cepa solo se encontró resistencia a fluconazol y no a voriconazol. La 

Y132F está relacionado en un aumento en la resistencia a fluconazol y voriconazol  62, pero 

en nuestro estudio solo se observó resistencia a fluconazol. 

 

Existen varios estudios que han identificado mutaciones puntuales para el gen ERG11 en 

C. albicans resistente a los azoles, por lo tanto, ocurren sustituciones de aminoácidos y 

cambio estructural de la enzima CYP51A1 y altera su afinidad. Existen más de                   

160 sustituciones distintas de aminoácidos que han ocurrido en el gen ERG1163-64.  
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VI. CONCLUSIONES 
 

 

1. La prevalencia de cepas de C. albicans 39 (22 %) a partir de muestras de 

hemocultivos de pacientes del Complejo Hospitalario Policial Luis Nicasio 

Sáenz, de los cuales el 3 (7,7 %) y 2 (5,1 %) fue resistentes a fluconazol y 

voriconazol respectivamente. 

2. De las cepas aisladas con resistencia a los azoles fenotípicamente fueron dos 

cepas (cepa_Ca1 y cepa_Ca3) fueron resistentes a fluconazol y voriconazol. 

La cepa_Ca2 solo fue resistente a fluconazol, pero no a voriconazol. 

3. Se identificaron el gen ERG11 en las tres cepas (cepa_Ca1, cepa_Ca2 y 

cepa_Ca3) con resistencia a los azoles que está relacionado con la resistencia 

a fluconazol y voriconazol.  

4. Mediante el secuenciamiento del gen ERG11 de las tres cepas, se 

encontraron una sustitución de aminoácidos la tirosina por la histidina 

(Y257H), que está relacionado con la baja afinidad de los azoles. 
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VIII. ANEXOS 
 

ANEXO 1. Panel de MicroScan Rapid Yeast ID Panel 

 

1. HPR 2. ILE 3. PRO 4. TYR 5. GLY 6. GGLY 7. GLAR 8. GLPR 9. AARG 

10. LYAL 11. ALA 12. STY 13. URE 14. IDX 15. HIS 16. SUC1 17. SUC2 18. TRE 

19. AGL1 20. AGL2 21. BGL 22. BGAL 23. BDF 24. AGAL 25. NAG 26. CELL 27. NGAL 

 

HPR, hydroxyproline; ILE, isoleucine; PRO, proline; TYR, tyrosine; GLY, glycine; GGLY, 

glycylglycine; GLAR, glycylargine; GLPR, glycylproline; AARG, arginylarginine; LYAL, 

lysylalanine; STY, seryltyrosine; IDX, indoxyl phosphate; HIS, histidine; SUC1 and SUC2, 

sucrose; BGL, glucopyranoside; BDF, fucopyranoside; CELL, cellobiose; NGAL, 

galactosaminide; NAG, glucosamine. 

Fuente. American Society for Microbiology. 
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ANEXO 2.  OFICIO N° 058-2018 – DIRSAPOL/CHPNP-LNS/DEPPC-AM 
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ANEXO 3. Flujograma para aislamiento y genes de resistencia de C. albicans 

 

 

Fuente. Elaboración propia, marzo 2018 


