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RESUMEN 

La candidosis es una micosis causada por diversas especies de levaduras del 

género Candida, dentro de las cuales Candida albicans es la más frecuente. 

Tiene una distribución cosmopolita y es la micosis más frecuente en 

inmunocomprometidos: pacientes con cáncer y neutropenia, pacientes con 

trasplante de órganos y pacientes con SIDA. La prevalencia de candldosls ha 

incrementado aSI como la emergencia de cepas resistentes a antimicóticos 

OBJETIVO: Seleccionar in vi/ro subpoblaciones resistentes a ketoconazol, 

fluconazol, itraconazol y anfotericina B, a partir de cultivos sensibles de C. 

albicans mediante incubación de las cepas originales en concentraciones 

crecientes de estos fármacos, y determinar si existen cambios fenotípicos y 

genotípicos. MATERIAL Y MÉTODOS: Cinco cepas de C. albicans catalogadas 

como sensibles a ketoconazol, f1uconazol, itraconazol y anfotericina B fueron 

cultivadas en medio RPMI 1640. Posteriormente, cada una de las cepas fue 

incubada en presencia de concentraciones de los antimicóticos progresivamente 

crecientes hasta rebasar concentraciones iguales o mayores a los valores de 

referencia para considerar resistencia. La susceptibilidad fue evaluada con el 

método propuesto por la NCCLS, antes y hasta lograr la selección de resistencia. 

Las cepas resistentes fueron almacenadas y probadas a diferentes tiempos de 

almacenamiento para evaluar la estabilidad de la resistencia .. Se extrajo DNA de 

las cepas sensibles y las subpob!aciones resistentes. Fueron analizados por e! 

método de RAPD-PCR. RESULTADOS: Se logró la obtención de subpoblaciones 

resistentes a ketoconazol, fluconazol, itraconazol y anfotericina B, a partir de 
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cinco cepas de C. alblcans originalmente sensibles. Cuando las cepas de C. 

albicans fueron expuestas a los azoles se seleccionaron subpoblaciones con 

resistencia cruzada para azoles, pero no para anfotericina B. Las cepas 

expuestas a anfotericina B seleccionaron subpoblaciones con resistencia a 

anfotericina B y a los azoles. Las subpoblaciones resistentes sufrieron cambios 

en su morfología de levaduras a pseudomicelios. El perfil electroforético del DNA 

mostró diferencias en la cuenta de sus bandas entre las cepas inicialmente 

sensibles y las subpoblaciones resistentes para cada uno de los fármacos 

utilizados. CONCLUSIONES: La exposición de C. albicans a ketoconazol, 

fluconazol, itraconazol y anfotericina B de manera secuencial y a dosis crecientes 

selecciona subpoblaciones resistentes a estos fármacos. Las subpoblaciones de 

e albicans con resistencia a ketoconazol, fluconazol, itraconazol y anfotencina B, 

mantuvieron dicha resistencia a un año de almacenamiento. La exposición de C. 

albicans a ketoconazol, fluconazol, itraconazol y anfotericina B de manera 

secuencial y a dosis crecientes seleccionó subpoblaciones resistentes 

observando cambios en la morfología, de levaduras solas a levaduras con 

pseudomicelios. La posible diversidad entre cepas sensibles y las 

subpoblaciones resistentes fue determinada por medio de RAPD-PCR. 
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ANTECEDENTES 

La candidosis es una micosis de distribución cosmopolita y es la más 

frecuente en inmunocomprometidos: pacientes con cáncer y 

neutropenia, pacientes sometidos a trasplante de órganos y pacientes 

con síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Las formas 

clinicas de la candidosis son: localizada, invasiva y sistémica (1-3). 

La etiología incluye diversas especies de levaduras del género 

Candida. Gandida albicans ocupa el primer lugar como causa de esta 

micosis; sin embargo, se han descrito otras especies como: Gandida 

tropicalis, Gandida parapsilosis, Gandida krusei, Gandida lusitaniae, 

Gandida stellatoidea, Gandida pseudotropicalis, Gandida glabrata, 

Pichia guilliermondii y Gandida dubliniensis (4-15). 

Los factores de riesgo identificados para sufrir formas invasivas o 

sistémicas de enfermedad, aún en pacientes sin previo 

inmunocompromiso son: el empleo de antibióticos de amplio espectro, 

catéteres intravenosos, cirugía mayor, estancia hospitalaria prolongada, 

uso de alimentación parenteral y tratamiento con esteroides (16-20). 



En los últimos 15 años se ha registrado un incremento en la frecuencia 

de candidosis (3,5,10); fenómeno además descrito por los Sistemas 

Nacionales de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales (NNIS) de los 

Centros para Control y Prevención de Enfermedades (CDC) de Estados 

Unidos de Norteamérica, cuyos resultados indican que levaduras del 

género Candida causaron el 7.7% de las infecciones nosocomiales 

(21). En un estudio retrospectivo de Pittet y Wenzel (22) se encontró 

que las diferentes especies de Gandida fueron las que más 

contribuyeron en el incremento de infecciones micóticas con 

hemocultivo positivo, de 2.5% a 7.1% entre 1981-1983 y 1990 a 1992. 

Wey, et al (23) encontraron que las tasas de candidemia nosocomial, 

en los hospitales universitarios de lowa eran de 5.1 pacientes 

infectados por 10,000 ingresos en 1983, 10.3 por 10,000 ingresos en 

1985 y 7.7 por 10,000 ingresos en 1986. 

En México, Pérez Miravete (24) en una revisión durante los años 1990 y 

1991, encontró que Gandida se situó en los primeros lugares de 

frecuencia entre los hemocultivos positivos, en el Hospital Infantil de 

México. 
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La candidosis sistémica ocurre principalmente en pacientes con 

neutropenia, entre un 20 a 49% de los pacientes con leucemia, y en 

28% de los pacientes sujetos a trasplante de médula ósea. 

En pacientes con SIDA, los cuadros clínicos más comunes 

ocasionados por Candida sp, son estomatitis y esofagitis con una 

frecuencia que oscila entre el 43 y 93% (25-27). 

En pacientes con quemaduras severas se han encontrado cultivos 

positivos de Candida sp. en el 30-66% de ellos, y se diagnóstico con 

cultivo previamente positivo en algún otro sitio corporal aquellos que 

desarrollaron candidemia en 3-5% (28-30). 

La mortalidad por candidosis ocurre principalmente en los casos de 

enfermedad diseminada. En Estados Unidos de Norteamérica se ha 

estimado una tasa de mortalidad de 7.9 muertes/106
. En un estudio 

realizado en la Universidad de Texas (1) la letalidad cruda fue del 60% 

en pacientes con candidosis nosocomial. La letalidad en niños y adultos 

con terapia antimicótica adecuada es del 20-50% (16,23,31). 

Estos datos no han sido procesados en México. 

Todos los pacientes con inmunocompromiso y candidosis, o con 

candidosis invasiva y sistémica deben recibir tratamiento. Los fármacos 

utilizados incluyen nistatina y clotrimazol para tratar candidosis 
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localizada (32). Para el tratamiento de candidosis invasiva se han 

utilizado azoles (ketoconazol) y triazoles (f1uconazol e itraconazol) 

(32,33), sin embargo, a pesar de sus efectos colaterales la anfotericina 

B continúa siendo el medicamento de elección para el tratamiento de 

candidosis sistémica y algunos casos de candidosis invasiva en 

pacientes inmunocomprometidos (34,35). En años recientes, se han 

realizado ensayos clínicos con nuevos antimicóticos para el tratamiento 

de candidosis invasiva (36). 

El mecanismo de acción de los medicamentos antimicóticos de uso 

común son: daño oxidativo en la membrana celular e inhibición de las 

enzimas dependientes del citocromo P-450 (32-35), que ocasiona la 

formación de poros e inhibición de la síntesis de los esteroles de la 

membrana celular. La anfotericina B y la nistatina provocan daño 

oxidativo, mientras que el ciotrimazol, ketoconazol, fluconazol, 

miconazol e itraconazol actúan a nivel del citocromo P-450. 

Desde 1990, se han informado casos de can di dosis refractarios al 

tratamiento con azoles y triazoles en grupos de pacientes con SIDA 

(37). La mala respuesta al tratamiento se ha debido a la emergencia de 

cepas de C. albicans resistentes a los grupos de drogas antimicóticas 

antes mencionadas, o a la sobreinfección por levaduras del género 
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Gandida que corresponden a especies diferentes a G. albicans y que 

son naturalmente resistentes a algunos fármacos antimicóticos 

(3,5,38). El problema de cepas de Gandida sp. resistentes ha sido 

estudiado ampliamente en pacientes con SIDA, pero este fenómeno 

también es posible encontrarlo en otros pacientes 

inmunocomprometidos. En un estudio previo de nuestro grupo se 

encontró en una muestra de 60 cepas de C. albicans que el 47% fue 

resistente a ketoconazol, el 17% a fluconazol y el 13% a itraconazol, 

no se encontraron cepas resistentes para anfotericina B. Las cepas 

incluidas en ese estudio fueron aisladas de pacientes pediátricos 

inmunocomprometidos, sin SIDA (39) . En un segundo estudio de junio 

1996 a enero 1997, en el cual se incluyeron 214 cepas de Gandida 

aisladas de pacientes hospitalizados en instituciones de tercer nivel 

para atención de pacientes con cáncer, pacientes pediátricos y 

neonatos, 149 cepas fueron G. albicans y 65 no albicans. 

Se encontró que la resistencia en C. albicans fue: 40% para 

itraconazol, 30% para fluconazol y 28% para ketoconazol. Entre las 

cepas de especies diferentes a G. albicans, la resistencia fue de 28%, 

con mayor frecuencia para itraconazol; las especies que mostraron 

resistencia fueron en orden decreciente, G. tropicalis, G. parapsilosis y 
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c. glabrata. No se encontraron cepas resistentes para anfotericina B 

(40). Otro estudio realizado en México, con 204 cepas de C. albicans 

aisladas de pacientes adultos con SIDA, empleando el sistema ATB 

FUNGUS (BioMérieux) para pruebas de sensibilidad, encontraron que 

el 46% mostraba resistencia a ketoconazol, 38% a econazol, 10% a 

fluconazol, 10% a fluorocitosina, 6% a anfotericina B, 5% a nistatina y 

4% a miconazol (41). 

Se han realizado estudios orientados a conocer factores de riesgo 

asociados al desarrollo de resistencia de fluconazol, encontrando como 

causas principal, la avanzada inmunosupresión y exposición previa a 

los fármacos antimicóticos (37,38). 

La recurrencia o persistencia de candidosis oral y esofagitis causadas 

por C. albicans pueden relacionarse con el deterioro del sistema 

inmune, pero el fenómeno puede deberse a la resistencia antifúngica 

(42). El tratamiento primario prolongado o profilaxis a dosis bajas 

favorecen la emergencia de sobreinfección por otras especies de 

Candida, como son C. krusei y C. glabrata, las cuales se han reportado 

que son resistentes a la mayoría de antimicóticos de uso común 

(43,44). 
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El número creciente de individuos con SIDA y trasplantes de médula 

ósea u órganos sólidos ha favorecido el empleo de los azoles como 

agentes profilácticos y terapeúticos contra candidosis, esto ha 

coincidido con la emergencia de cepas resistentes a estos fármacos 

(26,37,38,45). 

Los azoles muestran un "punto final móvil" cuando se valoran in vitro, 

es decir, las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de casi todos 

los hongos comunes parecen denotar gran resistencia, pero a menudo 

se observa una respuesta clínica satisfactoria. El fluconazol es el azol 

más utilizado en pacientes con SIDA y en la profilaxis de micosis entre 

quienes han recibido trasplante de médula ósea; precisamente en estos 

dos grupos de pacientes se han detectado la mayor parte de cepas de 

C. a/bicans resistentes a los azoles (45). 

Rogers y Galgiani (46) mencionan que en 35/37 muestras clínicas de 

C. albicans tuvieron una CMl para fluconazol igualo menor a 4.0 \.Ig/m\. 

Tuvieron 2 cepas resistentes a ketoconazol con CMI de 16 \.Ig/ml para 

fluconazol. Además, realizaron correlación entre la resistencia in vitro y 

la falta de respuesta clínica a fluconazol en un modelo de rata con 

candidiasis sistémica. 



En el caso de C. albicans, la resistencia a fluconazol es un hecho 

corroborado, que al parecer ocurre de manera inherente en 2 a 5% de 

las muestras microbiológicas, y que puede surgir in vivo, especialmente 

en individuos que han recibido ciclos repetidos de antimicóticos del tipo 

de los azores durante largo tiempo. De importancia crítica ha sido la 

observación de que la resistencia a un derivado azólico en levaduras 

del género Candida casi siempre denota resistencia cruzada con los 

demás antimicóticos de este grupo de fármacos (47). 

Aunque el desarrollo de resistencia para anfotericina B es un evento 

raro, Dick et al. (48) en uno de los primeros estudios sobre resistencia a 

anfotericina B, en 1372 muestras de levaduras de pacientes 

oncológicos y no oncológicos, encontraron 8.6% de cepas con 

resistencia a anfotericina B, C. albicans 4.3%, C. glabrata 2.9% y C. 

tropicalis 1.4%. Los autores destacan que los pacientes con cepas 

resistentes habian tenido previamente aislamiento de cepas 

susceptibles, y argumentan que lo antes mencionado demuestra la 

naturaleza adquirida de la resistencia a anfotericina B in vivo. Aún más, 

debido a que todas las cepas resistentes provenían de pacientes 

oncológicos, plantean la hipótesis que la exposición prolongada a 

polienos, asociados a otros factores de riesgo pudieron contribuir a la 
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aparición de levaduras resistentes en dichos pacientes. Conly y Rennie 

(49), informaron de un paciente infectado con G. albicans resistente a 

anfotericina B, sin embargo sus resultados deben ser interpretados con 

reserva debido a que las pruebas de sensibilidad utilizadas no fueron 

las estandarizadas y aceptadas por el NCCLS. Para otras especies de 

Gandida, hay informes de resistencia a anfotericina B, como son para 

G. krusei, C. lusitanie y Torulopsis glabrata (43,44). 

Powderly, et al. (50) analizaron la resistencia a anfotericina B en 29 

levaduras aisladas de pacientes con trasplante de médula ósea, 

encontrando que todas las Candidas aisladas de los pacientes con 

infecciones mortales presentaron CMI superiores a 0.8 I.lg/ml, lo cual 

sugiere una correlación precisa entre los datos de pruebas in vitro y los 

resultados in vivo, en dicho estudio. 

Los mecanismos intrínsecos descritos que intervienen en el desarrollo 

de resistencia son : 

a) Sistema de transporte dependiente de energía, del cual han sido 

descritos dos genes el CDR1 y BEN' . Este mecanismo provee a las 

levaduras resistentes de la capacidad para expulsar las drogas 

antimicóticas fuera de su citosol (51-57). 
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b) Cambios en e! citocromo PA50 14DM. Cuando esto sucede, hay 

disminución en la afinidad de los azoles para este citocromo, y esto 

contribuye a las diferencias en resistencia (51-57). 

c) Cambios en la permeabilidad. Se ha observado que en las cepas 

resistentes se incrementa el contenido de estero! en la membrana 

celular de las levaduras, lo cual disminuye la acumulación de los 

azoles dentro de ellas (51-57). 

El espectro creciente de resistencia a antimicóticos nos obliga a la 

búsqueda intensiva de nuevos métodos de identificacióin de cepas 

resistentes, por lo que para determinar los mecanismos responsables 

de la resistencia se han realizado múltiples estudios a nivel de biología 

molecular entre los cuales el uso de DNA polimórfico en epidemiología 

ofrece varias ventajas. 

Un método útil se describe por extracción de DNA de las levaduras 

seguido de digestión y electroforesis de los fragmentos de DNA 

obtenidos (58). 

Varios estudios con base en la tipificación fenotípica y genotípica han 

sido aplicados a levaduras, entre ellos se incluyen: perfiles de 

isoenzimas, electroforesis de campos pulsados, polimorfismo de los 

fragmentos de DNA obtenidos por digestión con enzimas de 
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restricción, además de métodos que emplean la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) y Southern blots. 

La PCR asociada a métodos con base en la amplificación polimórfica 

al azar de DNA usando iniciadores pequeños ha sido adaptada para 

detectar diferencias entre cepas en microorganismos unicelulares 

eucariotes (59-62). 
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OBJETIVO GENERAL 

Seleccionar in vitro subpoblaciones resistentes a ketoconazol, 

fluconazol, itraconazol y anfotericina B, a partir de cultivos sensibles de 

C. albicans mediante incubación con concentraciones crecientes de 

estos fármacos; para analizar si existen cambios genotípicos y 

fenotípicos. 
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OBJETIVOS ESPECíFICOS: 

1. Seleccionar in vitro subpoblaciones de cepas de C. albicans 

resistentes a ketoconazol, f1uconazol, itraconazol y anfotericina B 

2. Identificar diferencias en el fenotipo y genotipo de cepas de C. 

albicans sensibles y en subpoblaciones resistentes, seleccionadas a 

partir de los primeros. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La emergencia de Candidosis causada por cepas de C. albicans 

resistentes a fármacos antimicóticos es un fenómeno biológico 

detectado con mayor frecuencia en esta década. Se han propuesto 

diversos mecanismos para explicar la resistencia de las levaduras a los 

azoles y a la .anfotericina B, pero no han sido demostrados. No se 

conoce si la emergenéia de C. albicans resistentes es debido a un 

fenómeno de presión de selección o por mutaciones genéticas. 

Tomando en cuenta que C. albicans es un microorganismo eucariote y 

diploide, hace poco probable que el fenómeno de resistencia sea 

debido a mutación. En consecuencia planteamos la siguiente pregunta: 

¿ Es posible en condiciones in vitro, mediante exposición secuencial a 

dosis crecientes de los fármacos antimicóticos seleccionar 

sub poblaciones resistentes de C. albicans a partir de cultivos de cepas 

previamente sensibles? 
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HIPÓTESIS ESPECíFICA 

La incubación in vitro a concentraciones crecientes de antimicóticos 

(anfotericina B, ketoconazol, itraconazol y f1uconazol) permite 

seleccionar subpoblaciones resistentes de C. albicans. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Cepas 

El estudio fue realizado con cinco cepas de C. afbicans, aisladas 

durante el año de 1993, las cuales fueron aisladas de pacientes 

hospitalizados que tuvieron diagnóstico de inmunocompromiso y 

candidosis sistémica. Las cepas tenian sensibilidad para anfotericina B, 

itraconazol, ketoconazol y f1uconazol. Se mantuvieron en cultivos de 

agar dextrosa Sabouraud con aceite mineral, almacenados en el 

cepario de levaduras del Laboratorio de Microbilogía Clínica del 

Hospital de Pediatría, CMN SXXI; y se incluyó una cepa control (ATCC 

10231). 

Las cepas fueron identificadas con números progresivos del 1-5 y el 

control con su identificación de la ATCC. 

Preparación del inóculo 

Cada una de las cepas se cultivó en agar dextrosa Sabouraud 48 h a 

37°C, posteriormente para asegurar la pureza del cultivo se realizaron 

subcultivos de 24 h, de estos se eligieron 5 colonias con diámetro 

mayor de 1 mm para la preparación de la suspensión en solución salina 

estéril al 0.9%. La suspensión de cada una de las cepas se ajustó a 

una turbidez similar a la del tubo 0.5 de McFarland, de esta suspensión 
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se tomaron 2 mi y se diluyeron 1:10 con medio RPMI 1640 con L -

glutamina sin bicarbonato de sodio 1X (Sigma Chemical Co, St. Luoís, 

MO) ajustado a un pH de 7.0 con MOPS (ácido 

morfolinepropanesulfónico; 0.65 M). 

Procedimiento de selección de resistencia 

Los cultivos primarios de las cepas fueron en agar dextrosa Saboraud, 

incubados durante 24 h a 37°C. Posteriormente se cosecharon y se 

sembraron en caldo dextrosa Saboraud en tubos Falcon de 15 mi, se 

incubaron 24 h a 37°C. Para cosechar las levaduras, los tubos fueron 

sometidos a centrifugación ( 1500 rpm durante 5 min), el sobrenadante 

se eliminó por decantación, la pastilla de levaduras se reconstituyó con 

solución fisiológica estéril y se ajustó a una turbidez de 0.5 de Mc 

Farland. Dos mi de la suspensión previa se inocularon en 18 mi de 

medio RPM11640; esto se incubó a 37°C en agitación continua a 100 

rpm, durante una hora. Posteriormente los cultivos fueron expuestos de 

manera secuencial a concentraciones crecientes de los fármacos. El 

primer paso consistió en cultivo en medio RPMI 1640 a 37°C y en 

agitación continua a 100 rpm durante 2 h, enseguida se añadió la 

concentración del antimicótico a la que fue sensible incubándolo 

durante 2 h a 37°C. Posterior a esto, se centrifugó a las condiciones 
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antes mencionadas, y se tiró el sobrenadante; se volvió a reconstituir la 

suspensión con nuevo medio RPMI 1640 Y a una concentración mayor 

del fármaco utilizado dejándolo incubar durante 12 h en agitación 

continua a 100 rpm. Entre cada etapa, los cultivos se centrifugaban a 

100 rpm durante 5 min, desechando el sobrenadante y agregando 

medio RPMI 1640 nuevo sin antimicótico. Para cada fármaco se inició 

de una dosis basal que se fue incrementando al doble en las etapas 

subsecuentes. Para anfotericina B se inició en 0.06 j.lg/ml y se llegó 

hasta 2 j.lg/ml. Para fluconazol se inició en 1 j.lg/ml y se llegó hasta 32 

j.lg/ml. Para ketoconazol e itraconazol se inició en 0.5 j.lg/ml y se llegó a 

16 j.lg/ml. El tiempo aproximado transcurrido en la obtención de 

subpoblaciones resistentes para cada antimicótico fue de 6 días. 

Pruebas de sensibilidad por macrodilución 

Se utilizó la prueba de macrodilución descrita previamente (63,64). El 

medio de cultivo utilizado fue RPMI 1640 con L-glutamina sin 

bicarbonato de sodio, pH de 7 (ajustado con MOPS). Se emplearon 

sales de anfotericina B (Bristol), fluconazol (Roerig-Pfizer.lnc. New 

York), itraconazol (Janssen Pharmaceutica, Titusville,N.J.) y 

ketoconazol (Janssen). La anfotericina B, ketoconazol e itraconazol se 

diluyeron en dimetilsulfóxido al 100%, el fluconazol se diluyó en agua 
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bidestilada. De cada uno de los fármacos se preparó una solución 

"madre". 

Las concentraciones de cada una de las soluciones madre fueron de: 

16 000 ¡¡g/mi para anfotericina B y fluconazol, y de 5 000 ¡¡g/mi para 

ketoconazol e itraconazo!. 

Las soluciones "madre" y el medio de cultivo se esterilizaron por 

filtración (Costar; filtro 11 0.45 ¡¡m). 

De las diluciones de los fármacos se prepararon soluciones 2X para 

cada una de las concentraciones a probar, las cuales variaron de 0.06 

¡¡g/mi a 2 ¡¡g/mi para anfotericina B, 0.5 ¡¡g/mi a 32 ¡¡g/mi para 

itraconazol y ketoconazol; y de 2 ¡¡glml a 64 ¡¡glml para fluconazol. La 

dilución de los fármacos se realizó con RPMI 1640 Y se ajustó a pH de 

7.0 con amortiguador MOPS. Se realizó control de medio sólo, medio 

con los fármacos y medio con dimetilsulfóxido. 

Para el propósito del estudio se consideró CMI a la concentración más 

baja de cada droga capaz de inhibir el crecimiento visible del agente, 

en comparación con el tubo control. Para anfotericina B la CMI se 

consideró a la concentración en la cual se alcanzó inhibición total de 

crecimiento de levaduras. En el caso de los imidazoles se 
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consideraron como CMI aquellas concentraciones en la que se alcanzó 

la menor turbidez en comparación con el tubo control. 

Los valores de corte para considerar sensibles a cada una de las cepas 

fueron: ketol;:onazol e itraconazol ~8¡¡g/ml. fluconazol ~12.5 ¡¡g/mi y 

anfotericina B ~1 ¡¡g/mi (63-64). 

Cultivo de levaduras Candida albicans para los experimentos de 

RAPO 

1) Se sembró un inóculo de 2X106 células en una placa de agar de 

dextrosa Sabouraud y se incubó a 37°C durante 48 h. 

2) Se tomó una colonia aislada y se sembró en 5 mi de caldo de 

dextrosa Sabouraud para posteriormente incubarla a 37°C durante 24 

h con agitación constante de 200 rpm. 

3) Se obtuvó un cultivo celular por centrifugación a 3000 rpm durante 5 

mino 

4) Posteriormente el cultivo se lavó con 5 mi de sorbitol 1M agitando 

vigorosamente y centrifugando bajo las mismas condiciones. 

5) Se utilizaron pastillas de 2X 108 células. Esto se realizó tomando en 

cuenta que 1 unidad de densidad óptica a 600 nm es equivalente a 

3X107 células/ mI. 
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6) El cultivo se usó inmediatamente o se almacenó a -20°C hasta iniciar 

la extracción de DNA. 

Preparación de esferoplastos de C. albicans 

1) Se utilizó una pastilla celular a la cual se le adicionó 0.5 mi de 

sorbitol 1 M Y se agitó vigorosamente hasta resuspender 

completamente. 

2) Enseguida se adicionaron 50 ¡JI de B-mercaptoetanol 0.28M y se 

homogenizaron vigorosamente durante 10 segundos. 

3) A continuación se agregaron 50 ¡JI de una solución de liticasa (1 

mg/ml), se resuspendieron suavemente durante 5 segundos, y se 

incubaron a 37°C/1 h con agitación constante (200 rpm). 

4) Posteriormente se centrifugó bajo las condiciones ya mencionadas. 

5) Una vez obtenidos los esferoplastos se resuspendieron en 500 ¡JI de 

amortiguador TE (10 mM Tris-Hel y 1 mM de EDTA, pH 8.0) con una 

micropipeta. La suspensión se transfirió a un tubo Eppendorf de 1.5 

mI. 

Extracción de DNA de cepas de C. albicans 

1. Para la lisis celular de los esferoplastos, se agregaron 50 ¡JI de 

SDS al 10% y se incubaron 20 min a 65°C (la solución se observó 

viscosa). 
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2. Se adicionaron 200 ~I de acetato de potasio 5M, se invirtió varias 

veces el tubo para mezclar y se incubó por 30 min a 5°C (el tubo 

se invirtió a diferentes tiempos y al final de la incubación en el 

hielo, la solución se observó semisólida). 

3. Posteriormente se centrifugó a 14000 rpm por 5 min a temperatura 

ambiente (TOA) y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo. 

4. Para precipitar los ácidos nucleicos se utilizaron 2.5 volúmenes de 

etanol absoluto frío, el cual se adicionó gota a gota y se incubó 

por 15 min a -70°C. 

5. Se centrifugó 10 min a 14000 rpm y se desechó el sobrenadante. 

6. Se realizaron dos lavados con 500 ~I de etanol al 70% el cual se 

adicionó por las paredes del tubo y se centrifugó a 14000 rpm 5 

mino 

7. Para eliminar el exceso de etanol de los ácidos nucleicos y dejar la 

pastilla seca, se utilizó un concentrador al vacío durante 5 mino 

8. La pastilla de DNA se resuspendió en 300 ~I de amortiguador TE y 

se dejó reposar durante 15 mino Posteriormente se calentó a 65°C 

durante 5 min y una vez disuelto, se resuspendió. 

25 



9. El RNA se eliminó adicionando 5 ¡JI de RNAsa "A" a una 

concentración de 1 mg/ml resuspendiendo la solución suavemente 

e incubando a 37°C por una hora. 

10. Finalmente los ácidos nucleicos se precipitaron adicionando 500 

¡JI de isopropanol bajo las mismas condiciones (se incubó 15 

minutos a ·70°C). 

11. Se centrifugó 10 min a 14 000 rpm para eliminar el isopropanol y 

nuevamente se lavó con etanol al 70% como se mencionó 

anteriormente. 

12. Finalmente, el DNA se resuspendió en 125 ).11 de amortiguador 

TE y se cuantificó. 

CUANTIFICACION DE DNA DE CEPAS DE C. albicans 

La lectura de la densidad óptica a 260nm permitió el cálculo de la 

concentración de los ácidos nucleicos en la muestra. El radio entre las 

lecturas a 260 y 280 nm da una estimación de la pureza del DNA. Se 

consideraron preparaciones adecuadas aquellas que presentaron un 

radio entre 1.7 y 1.9. 

1) Para cuantificar el DNA obtenido, se tomaron 5 ¡JI de cada muestra y 

se realizó una dilución 1:200 con amortiguador TE. 
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2) Se tomó la lectura de absorbancia a 260 y 280 nm en el 

espectrofotómetro con sistema de luz UV (7800, Singapure, Jasco 

Co Japón). 

3) Para realizar el cálculo de la concentración de DNA se tomó en 

cuenta lo siguiente: 

1 UDO 260 nm = 50 ¡.Jg/ml DNA doble cadena 

1 UDO 280nm = 40 ¡.Jg/ml DNA cadena única 

r = 260/280 = 1.8 

DNA = (50 ¡.Jg/ml) (UDO 260 nm) (Vf en mi) I 5 ¡.JI 

DNA = ¡.Jg/¡.J1 

4) Una vez cuantificadas las muestras de DNA, se almacenaron a 

menos 20°C debidamente etiquetadas hasta su uso. 

Para verificar la pureza e integridad del DNA cromosomal, el material 

obtenido se sometió a electrofóresis en gel de agarosa al1 %. 

AMPLlFICACION AL AZAR DE ONA POLlMORFICO (RAPD) DE 

CEPAS DE C.·albicans 

Los ensayos de RAPO se realizaron de acuerdo a la técnica de 

Lehmann con modificaciones (65,66). se utilizaron los siguientes 

iniciadores:1) GTGCAATGAG, 2) CAATGCGTCT Y 3) CGTCTAGAGC, 
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los cuales se estandarizaron previamente para decidir los de mejor 

resolución (39). 

La reacción de PCR se realizó en un volumen final de 50 ¡JI el cual 

contiene lo siguiente: amortiguador PCR 1X. 4mM MgCI2• 400 ¡JM de 

cada dNTPs. 1 pmol/¡JI de cada uno de los iniciadores. 500 ng de DNA 

de Gandida a/bicans y 2.5 U de Taq polimerasa. adicionando cada 

uno en este orden para evitar la desnaturalización de la enzima. 

Los ciclos de amplificación se regularon bajo el siguiente esquema: 

a) 35 ciclos: Alineamiento: 36°C/2 minutos 

Extensión: 

Desnaturalización: 

b) Alineamiento: 

c) Extensión: 

72°C/1 :30 segundos 

95°C/1 minuto 

36°C/2 minutos 

72°C/10 minutos 

4°C/ a. 

Los patrones de amplificación obtenidos fueron sometidos a 

electroforesis de agarosa al 2%. con amortiguador TAE (Tris-HCI. 

EDT A. ac. acético glacial. pH 8) Y teñidos con bromuro de etidio. 

A cada una de las cepas por separado se les realizó electroforesis de 

ONA y el marcador utilizado fué lambda Hind III-ep X174/Hae 111. 
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Se realizaron un patrón electroforético de las cepas sensibles y 

posteriormente uno por cada antimicótico utilizado para cada una de las 

cepas, siendo un total de 25. 
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RESULTADOS 

Al inicio del estudio se procedió a identificar si las cepas incluidas en la 

investigación mantenían susceptibilidad a los cuatro antimicóticos 

utilizados, se obtuvieron y compararon las CMI de cada una de las 

cepas, las determinadas en 1994 yal inicio del estudio (cuadro 1). 

De las cinco cepas de C. albicans incluidas en este estudio, después 

de ser expuestas a los diferentes fármacos antimicóticos fue posible 

seleccionar subpoblaciones resistentes en todas ellas. Las CMls de los 

fármacos para las cepas de C. albicans fueron:16-32 ~g/ml para 

ketoconazol; 64 ~g/ml para f1uconazol;16 a 32 ~g/ml para itraconazol; y 

2 ~g/ml para anfotericina B. Todas las concentraciones de los 

antimicóticos antes citados superaron los valores de corte establecidos 

para diferenciar entre cepas sensibles y resistentes (cuadro 2). 

Las CMI de cada fármaco, requeridas por todas las cepas, se 

incrementaron en relación a las CMI basales. Los incrementos 

observados variaron de 4 a 533 veces para ketoconazol, 64 a 128 

veces para f1uconazol, 32 a 266 veces para Itraconazol y de 2 a 66.7 

veces para anfotericina B (cuadro 3). 
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Las subpoblaciones de C. albicans resistentes a ketoconazol, 

flucanazol e itracanazol, mostraron resistencia cruzada entre ellos pero 

no para anfotericina B. Las subpoblaciones resistentes a anfotericina 

B, además de presentar resistencia a este fármaco, mostraron 

resistencia para los otros antimicóticos probados. 

Para conocer la estabilidad de la resistencia detectada, se escogió al 

azar una cepa, la cual se almacenó a -20°C, sin exposición a drogas 

antimicóticas, por un periodo aproximado de un año. Al cabo de este 

tiempo la cepa (cepa 1) fué descongelada y cultivada. Después de 

realizar los subcultivos en RPMI 1640 sin antimicóticos, la cepa 1 

mostró resistencia con CMI similares a las previamente detectadas, 

aunque las CMI requeridas para fluconazol e itraconazol fueron 

menores y dentro de los valores de resistencia (cuadro 4). 

Durante los ensayos con antimicóticos se observó que la morfología 

microscópica de las cepas se modificaba. Las cepas sensibles 

mantenían forma de levadura, mientras que en las subpoblaciones 

resistentes predominaban levaduras con pseudomicelios (figura 1: a y 

b). 
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El perfil electroforético del DNA obtenido de las cepas sensibles se 

muestra en la figura 2. Se observan nueve bandas que variaron de 

peso molecular de 181 a 1390, similares en todas las cepas sensibles. 

En cambio, el perfil electroforético de las sub poblaciones resistentes 

fue diferente, como se muestra en la figura 3. 

Comparando los perfiles electroforéticos de cada una de las cepas 

incialmente sensibles contra las subpoblaciones resistentes para cada 

uno de los fármacos utilizados, observamos que las subpoblaciones 

resistentes a anfotericina B conservan dos bandas, que son las de 

menor peso molecular; esto se observó con todas las sub poblaciones 

de las cinco cepas empleadas. Las subpoblacíones resistentes a 

fluconazol tuvieron un perfil electroforético de seis bandas. Las 

subpoblaciones resistentes a ketoconazol tuvieron un perfil 

electroforético de ocho bandas y las subpoblacíones resistentes a 

itraconazol tuvieron un perfil electroforético de cinco. En ketoconazol e 

itraconazol pierden las bandas que van de peso molecular de 500 a 

800 pares de bases (pb). 
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DISCUSiÓN 

En la actualidad las enfermedades oportunistas por hongos se ha 

incrementado, principalmente en pacientes inmunocomprometidos; 

además de que estas enfermedades son más frecuentes, ha emergido 

el problema de resistencia a fármacos de primera línea empleados en 

el tratamiento de las mismas (67). Tomando en cuenta que C. albicans 

es un microorganismo diploide y que la generación de mutaciones 

inducidas es de 1 en 100 millones de generaciones, la probabilidad de 

encontrar mutantes es baja (78). Las investigaciones dirigidas a 

determinar resistencia en hongos se ha facilitado porque ahora se 

cuenta con una técnica estándar para evaluar susceptibilidad en 

levaduras (68) y por los avances en biología molecular (54,55). 

Los mecanismos propuestos de resistencia en levaduras son los 

siguientes: proteínas que alteran las permeasas en la pared celular; 

proteínas que favorecen la expulsión de los fármacos del espaciO 

intracelular al extracelular, el cual es un mecanismo de transporte 

activo dependiente de ATP; proteínas que alteran enzimas especificas 

y ne¡;:esarias en la transformación de los fármacos a metabolitos 
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activos; y mutaciones que conducen a alteración en las enzimas blanco 

de los fármacos antimicóticos (51-53). 

Los estudios que más se han descrito incluyen los relacionados con 

proteínas que favorecen la expulsión de los fármacos antimicóticos y 

proteínas facilitadoras, BENR y CDR1, respectivamente, con cepas de 

C. albicans aisladas de pacientes con SIDA y con falla al tratamiento 

con f1uconazol (52,69). Se ha demostrado que el BENR media la 

resistencia para benomyl, methotrexate y f1uconazol; y el CDR1 se 

encuentra involucrado en la resistencia a f1uconazol y otros azoles 

(70,71). 

En este estudio, los resultados sugieren que existen subpoblaciones de 

C. albicans resistentes a azoles y anfotericina B coexistiendo en una 

población de cepas predominantemente sensibles a fármacos 

antimicóticos. Las condiciones in vitro de exposición controlada y a 

concentraciones crecientes para cada uno de los fármacos 

antimicóticos condujeron a la selección de subpoblaciones resistentes; 

esto concuerda con lo descrito por López Ribott, et al (72) que a partir 

de cultivos de C. albicans, obtenidos de muestras tomadas de boca, en 

pacientes con SIDA, con exposición múltiple a fármacos antimicóticos 

se encontró este fenómeno biológico (72) . Esto podría explicar las 
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observaciones hechas en pacientes con candidosis orofaríngea y 

SIDA, en los que por la cronicidad y recurrencia de la enfermedad 

requieren de tratamiento prolongado o en varias ocasiones, 

posteriormente requieren de dosis mayores de fluconazol o itraconazol 

para curar de la enfermedad (73-76), además de lo observado 

previamente, que la respuesta al tratamiento con fluconazol es dosis 

dependiente (77) y por otra parte se ha encontrado que entre mayor 

tiempo de exposición han tenido los pacientes al fluconazol, se 

incrementan las CMls requeridas por el agente infeccioso(76). Cuando 

los pacientes han recibido tratamiento con fluconazol a 100 mg/día o 

dosis de 400-800 mg/día las CMI de las cepas aisladas variaron de 

0.06 ¡Jg/ml a > 64 ¡Jg/ml; el éxito terapeútico encontrado en aquellos 

tratados con las dosis mayores ha sido del 79 al 100% cuando las 

cepas han tenido CMI ~ 32 ¡Jg/ml; las fallas terapeúticas han sido de 

46 a 73% cuando las CMI de las cepas aisladas han sido de igualo> 

64 ¡Jg/ml (77). En cepas de C. albicans de pacientes tratados con 

itraconazol se ha observado un incremento de las CMI, de 0.05 ¡Jg/ml a 

0.4 ¡Jg/ml o incluso hasta> de 64 ¡Jg/ml (76). 

No hay estudios en que se hayan encontrado cepas de C. albicans 

resistentes a anfotericina B, utilizando el método de la NCCLS para 
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evaluar la susceptibilidad. En este estudio mostramos como las CMI 

requeridas por todas las cepas se incrementaron, si bien no fue posible 

para dos cepas conocer las máximas CMI requeridas ya que la 

concentración máxima de anfotericina B incluida en este experimento 

fue de 2 ilg/ml. 

La resistencia cruzada entre los azoles que se observó en las 

subpoblaciones resistentes pOdría explicarse porque estos fármacos 

actúan aumentando el contenido de esterol y/o contenido de lípidos en 

la membrana celular y disminuyendo asi su concentración dentro de 'la 

ella, además que tienen un transportador común, CDR1. Se ha 

encontrando hasta el momento un gen específico denominado 

DUMC136 CYP51 que ha sido involucrado en resistencia para 

f1uconazol (78,79). 

Existe el informe de una cepa de Cryptococcus neoformans con 

resistencia cruzada entre azoles y anfotericina B. En este estudio se 

encontró que las cepas expuestas a anfotericina B desarrollaron 

resistencia para los azoles, y cuando las cepas fueron expuestas 

inicialmente a azoles no desarrollaron resistencia para anfotericina B, lo 

cual sugiere que los mecanismos de resistencia inducidos por 
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anfotericina B no son iguales a los inducidos por los azoles pero que 

incluye posiblemente mayor número de mecanismos de resistencia. 

El cambio de morfología microscópica observado podría explicarse en 

función que la generación de pseudomicelios son el resultado de las 

subpoblaciones resistentes de C. albicans encontradas posterior a la 

exposición de concentraciones crecientes de los antimicóticos (80). 

Asai et al en un estudio realizado en Japón refieren que el cambio de 

morfología se ha asociado a disminución de la afinidad de DUMC136 

CYP51 para fluconazol el cual contribuyen al cambio de fenotipo en 

cepas resistentes a fluconazol (81-83). 

En cuanto a los resultados de RAPD-PCR se muestran claras 

diferencias en los perfiles de electrofóresis entre las cepas sensibles y 

las resistentes, lo cual ha sido descrito en pacientes con SIDA que 

después de tratamientos prolongados con antimicóticos se seleccionan 

cepas resistentes y por lo tanto con modificación de su patrón de DNA. 

Esto último es un reto para una investigación posterior ya que en un 

estudio previo no encontramos diferericias entre cepas inicialmente 

sensibles o resistentes (sin previa selección in vitral (39). 

En el futuro investigaremos si estos cambios en su susceptibilidad se 

han debido a algunos de los mecanismos de resistencia previamente 
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descritos; o por la selección de cepas naturalmente resistentes, o 

deberse a producción de enzimas que degradan los fármacos 

antimicóticos en el medio de cultivo. Las implicaciones clínicas de este 

trabajo derivan sobre la importancia de identificar tempranamente 

cepas resistentes para poder ofrecer a los pacientes una terapia 

antimicótica adecuada, además de contestar si lo observado in vitro 

sucede igualmente in vivo. Es probable que los cambios observados en 

el perfil electroforético que se encontraron en las sub poblaciones de C. 

albicans resistentes, como son, ausencia de fragmentos de peso 

molecular 500 pb a 840 pb para resistencia a los azoles, y de peso 

molecular de 400 pb a 1390 pb para anfotericina B implican que en 

estos fragmentos de DNA radica la información que interviene en el 

fenómeno de susceptibilidad y resistencia. 
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CONCLUSIONES 

La exposición de C. albicans a ketoconazol, fluconazol, itraconazol o 

anfotericina B de manera secuencial y a concentraciones crecientes 

selecciona subpoblaciones resistentes a estos fármacos. 

La selección de subpoblaciones resistentes de C. albicans, generada 

por azoles, favorece resistencia cruzada entre azoles pero no para 

anfotericina B. 

La selección de subpoblaciones resistentes de C. albicans, generada 

por anfotericina B, favorece resistencia cruzada para azoles. 

Las subpoblaciones de C. albicans con resistencia a ketoconazol, 

fluconazol, itraconazol o anfotericina B, mantuvieron dicha resistencia a 

un año de almacenamiento, lo que sugiere estabilidad de la resistencia. 

La exposición de C. albicans a ketoconazol, fluconazol, itraconazol o 

anfotericina B de manera secuencial y a concentraciones crecientes 
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seleccionó subpoblaciones resistentes observando cambios en la 

morfología, de levaduras solas a levaduras con pseudomicelio, lo que 

sugiere que el cambio morfológico esté asociado a mayor capacidad 

para resistir a los fármacos con actividad antimicótica. 

Se observaron cambios importantes en el patrón electroforético entre 

las cepas sensibles y las subpoblaciones resistentes, manifestados en 

la pérdida de bandas que posiblemente codifican para conferir 

susceptibilidad. 
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Cuadro 2. Determinación de las CMI de los cuatro antimicóticos 
después de cultivar C. albicans en concentraciones crecientes. 

( CMI IJg/ml) 
Antimicótico Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 CepaS 
I (valor de corte) 
Ketoconazol 32 16 16 16 16 

1(8 ¡,¡g/ml) 
Fluconazol 64 64 64 64 64 
i (12.5 IJg/ml) 
Itraconazol 32 16 16 16 16 

! (8 ¡,¡g/ml) 
Anfotericina B 2 2 2 2 2 

1(1 ¡,¡g/ml) 

SI 

i 



Cuadro 3. Determinaciones de las CMI de cada una de las cepas de 
c. albicans antes y después de la exposición a concentraciones 
crecientes de cada una de los fármacos antimicóticos. 

Ketoconazol 
Cepas 

CMI1 CMI2 

~!"ml 
1 0.25 32 
2 0.12 16 
3 2.00 16 
4 0.06 16 
5 0.25 16 

1 : preexposición 
2: posexposición 

Fluconazol 

CMI1 CMb 
~g/ml 

2.00 64 
1.00 64 
0.25 64 
0.50 64 
0.25 64 

Itraconazol Anfotericina B 

CMI1 CMb CMI1 CMb 
~g/ml ~g/ml 

0.12 32 0.25 2 
0.25 16 0.50 2* 
0.50 16 0.25 2 
0.25 16 0.03 2 
0.06 16 0.06 2* 

• Hubo crecimiento de levaduras a una concentración de 2 ~g/ml al 
menos. 
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Cuadro 4. Determinación de CMI de la cepa 1 de C. albicans 
después de un año de almacenamiento. 

ANTIMICOTICOS CMlff ua/mll CMli(lJg/mT) 
KETOCONAZOL 32 32 
FLUCONAZOL 64 32 
ITRACONAZOL 32 8 
ANFOTERICINA 2 2 

~-

CMI1 : valores de la subpoblacción resistente. 
CMb : valores un año después de mantener a la misma cepa en 
almacenamiento. 
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Figura 1. Morfología microscópica de Candida· albícans. La 
descripción se realizó a partir de cultivos en agar dextrosa 
Sabouraud. (a) se observan levaduras sin exposición in vitro a 
fármacos antimicóticos. (b) se presenta la morfología de 
pseudomicelios de las cepas posterior a la exposición in vitro a 
antimicóticos. 
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Figura 2. Peñil de electroforesis de los productos de amplificación 
mediante RAPD-PCR de las cepas sensibles de Candida albicans. 
La electroforesis se efectuó en condiciones previamente 
estandarizadas (39). Los geles se tiñeron con bromuro de etidio y 
se utilizaron marcadores de peso molecular de 181 a 1390 pb. Los 
carriles del 1 al 5 corresponden a cada una de las cepas utilizadas. 
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126. AFK 
Figura 3, Perfil de electroforesis de los productos de amplificación mediante RAPD-PCR de los 
diferentes aislados de Candida albicans. El DNA total de cada una de las cepas se obtuvo por el 
método de Lehmann, modificado. Se amplificaron por el método de RAPD-PCR modificado y los 
fragmentos fueron separados en gel de agarosa al 2%, se titieron con bromuro de etidio. El carril 1 
corresponde al marcador de peso molecular lambda Hind III-q> X174/Haelll. Los carriles 2, 7, 12, 17 
corresponden a las cepas sin exposición a antimicóticos in vitro. Los carriles 3, 8, 13, 18 
corresponden a las cepas expuestas in vitro a anfotericina B. Los carriles 4, 9, 14, 19 
corresponden a las cepas expuestas a fluconazol, los carriles 5, 10, 15, 20 a la exposición de 
ketoconazol y los carriles 6, 11, 16, 21 corresponde a la exposición in vitro a itraconazol. Los 
carriles 2,7,12 Y 17 corresponden a cada una de las cepas utilizadas. 
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