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Las especies de Candida son una causa importante de infecciones 

invasoras y diseminadas por vía hematógena. La candidemia es una 

infección nosocomial de elevada mortalidad, que se cifra entre el 40-

60% (Gómez et al, 2010). Si bien la incidencia global de las infecciones 

nosocomiales se ha incrementado en los últimos años, las producidas 

por el género Candida han presentado un aumento muy superior, 

siendo la candidemia la infección por levaduras más frecuente en 

nuestro medio. A principios de los años 60 se habían comunicado en la 

literatura sólo 48 casos de candidemia, en cambio, en la década de los 

80 se comunicaron mas de 25000 mil sepsis en 124 hospitales 

estadounidenses, en el sistema de vigilancia National Nosocomial 

Infections Surveillance System (NNISS). Estas fungemias presentaron 

29% de mortalidad atribuida, frente al 17% del resto de los patógenos, 

diferencia estadísticamente significativa. Es cierto que algunos 

episodios de candidemia pueden ser transitorios y autolimitados, pero 

al no existir posibilidad de discernir cuál de ellos se asociará a 

complicaciones tardías (endocarditis, osteomielitis o endoftalmitis) 

debe tratarse siempre por vía intravenosa a todos los pacientes con 

candidemia (Bennet, 2006), y su inicio debe ser precoz ya que su 

retraso en el inicio del mismo se asocia a una mayor mortalidad. 
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Las infecciones fúngicas se han convertido en un importante 

factor de morbilidad y mortalidad, representando una importante carga 

al sistema sanitario. Candida spp. es considerado el cuarto agente 

etiológico de sepsis hospitalaria (Perlroth et al, 2007; Guery et al, 2009; 

Rueping et al, 2009). Este aumento en la incidencia de la infección 

fúngica está relacionado con númerosos factores como la existencia de 

una mayor población de pacientes con factores predisponentes, 

pacientes sometidos a transplante de progenitores hematopoyéticos y 

de órgano sólido, el uso de nuevos quimioterápicos y la utilización de 

elevadas dosis de corticoides. Además, otros factores de riesgo como el 

ingreso en unidades de cuidados intensivos y algunas intervenciones 

quirúrgicas contribuyen a este incremento de incidencia (Rodríguez 

Tudela et al, 2008a). El desarrollo científico y tecnológico de la 

medicina también influye en éste incremento, ya que ofrece alternativas 

a pacientes con edades avanzadas y con procesos que antes carecían de 

tratamiento.  

 

Las especies del género Candida pueden causar una gran 

diversidad de formas clínicas. El género Candida incluye alrededor de 

150 especies, aunque pocas son patógenas para el ser humano. Candida 

albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, 

Candida krusei, y Candida lusitaniae son las especies que con mas 

frecuencia, se aíslan como agentes etiológicos de infecciones por 

Candida.  

Es necesario profundizar en los mecanismos por los que estas 

levaduras pasan de comensales a patógenas, originando procesos de 

elevada morbilidad y mortalidad. 

 

 

http://www.frontiersin.org/mycology/10.3389/fmicb.2010.00105/full#B13
http://www.frontiersin.org/mycology/10.3389/fmicb.2010.00105/full#B9
http://www.frontiersin.org/mycology/10.3389/fmicb.2010.00105/full#B14
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1-EPIDEMIOLOGÍA DE LAS CANDIDEMIAS 

 

 La incidencia de candidemia varía ampliamente oscilando entre 

5% y 25%, según el tipo de hospital. Actualmente las candidemias están 

clasificadas como la cuarta causa de procesos infecciosos sistémicos 

nosocomiales (Bougnoux et al, 2008).  

 

 El origen es principalmente endógeno, previa colonización de la 

piel o de las mucosas, aunque también puede transmitirse a través de 

material infectado, personal sanitario o desde otros pacientes (Pemán & 

Salavert, 2013); los pacientes críticos son muy susceptibles y sus 

síntomas son inespecíficos. Así como la colonización de mucosas no 

constituye causa directa de mortalidad, la entrada en el torrente 

circulatorio se asocia a tasas de mortalidad que varían del 10 al 49% 

según los estudios, principalmente entre pacientes con quemaduras, 

dispositivos médicos, cirugía abdominal, neutropenia o bien 

prematuros de bajo peso. 

 

  Los pacientes de mayor riesgo de desarrollar candidiasis, son 

en general pacientes críticos admitidos en la UCI y pacientes onco-

hematológicos, principalmente por la inmunosupresión, por el uso 

frecuente de dispositivos médicos y por el consumo de antimicrobianos 

de amplio espectro. La supresión de la flora bacteriana habitual del 

tracto gastrointestinal facilita la proliferación de levaduras en el tubo 

digestivo y el riesgo del paso al torrente sanguíneo a través del epitelio 

intestinal. El tracto intestinal es la puerta de entrada más común en 

pacientes neutropénicos. En UCIs la puerta de entrada más probable 
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son los catéteres intravasculares colonizados por la microbiota del 

paciente o de los cuidadores (Bouza & Muñoz, 2008).  

 

  La mortalidad asociada a las infecciones fúngicas es muy 

elevada, condicionada por el tipo de enfermedad y el perfil del huésped. 

En general, se estima que la mortalidad de candidemia es del 44% 

(Almirante et al, 2005)  

 

  En España se han realizado diferentes estudios multicéntricos 

(Pemán et al, 2012; Almirante et al, 2005)  para conocer la 

epidemiología de las infecciones del torrente sanguíneo por Candida 

spp., su incidencia, factores de riesgo, distribución de las especies 

causantes y su sensibilidad antifúngica. El estudio FUNGEMYCA, 

realizado en España en 2009, concluye que la incidencia y etiología de 

las candidemias varía geográficamente, según el tipo de hospital, la 

población estudiada y la práctica clínica (Pemán et al, 2012); el estudio 

CANDIPOP realizado en los años 2010 y 2011 (Puig-Asensio et al, 2013) 

también observa diferencias entre los hospitales participantes así como 

en las diferentes unidades de hospitalización.  

  

 En general, la distribución de las especies está cambiando. 

Aumenta la frecuencia de las especies resistentes o con sensibilidad 

disminuida a fluconazol, haciendo necesaria la actualización de las 

recomendaciones para el tratamiento empírico (Aguado et al, 2011). 

Aunque la mortalidad ha descendido algo en los últimos años, sigue 

siendo muy elevada, y un tercio de los pacientes infectados fallece 

(Almirante & Cuenca-Estrella, 2011).  
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 El conocimiento de la epidemiología de las candidemias 

permitirá mejorar el manejo de los enfermos en aspectos como 

tratamiento empírico antifúngico más adecuado, retirada precoz de 

catéter en enfermos infectados y mejor control de los factores de riesgo 

(Salavert et al, 2006). 

 

 

2-ESPECIES RESPONSABLES DE CANDIDEMIAS  

 

 Las especies de Candida spp. representan casi el 80% de todos 

los hongos patógenos causantes de infecciones nosocomiales y 

constituyen la cuarta causa de aislamientos en hemocultivos 

(candidemia). A partir de la mitad de la década 1990 se comienza a 

observar un cambio etiológico continuo en los agentes que causan 

candidemia, de modo que Candida albicans comienza a ser desplazada 

por la emergencia de otras especies del mismo género. Paralelamente, 

se ha aislado cepas resistentes o menos susceptibles a los antimicóticos, 

fundamentalmente en el grupo de las Candida no albicans. 

- En 1984, C. albicans era causante de 80% de las candidemias, 

seguida por C. tropicalis y muy atrás, por C. parapsilosis. 

- En la década de 1990, la frecuencia de C. albicans bajó a 60%, C. 

tropicalis aumentó levemente, C. parapsilosis aumentó al doble y 

comenzó a aparecer C. glabrata. 

- A partir de 2000, C. albicans se mantiene cerca de 50%, C. 

tropicalis bajó de manera significativa, C. parapsilosis disminuyó 

levemente y hubo un aumento explosivo de C. glabrata, siendo 

actualmente una de las principales especies de Candida no 

albicans causante de infecciones invasoras. 
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La identificación mediante pruebas morfológicas y bioquímicas o 

kits comerciales de las especies más frecuentes es satisfactoria. Sin 

embargo, al aplicar técnicas moleculares, se han encontrado especies 

cripticas dentro de algunas especies como C. parapsilosis y C. glabrata. 

La identificación de los hongos a nivel de especie es indispensable para 

que el antifúngico administrado tenga la máxima actividad frente al 

patógeno causante, consiguiendo un correcto manejo de la infección.  La 

especie de Candida spp. aislada en el hemocultivo puede determinar la 

existencia de una serie de factores relacionados. 

 

 

C. albicans 

 

 Las candidemias por C. albicans, permanecen de manera general 

como primera causa de fungemia, al seguir siendo la especie mas 

comunmente aislada, aunque la presencia en hemocultivos de otras 

especies de Candida no albicans se ha incrementado notablemente 

(Pemán et al, 2012). En ello influye el grupo de población estudiado. Así 

en población pediátrica, C. albicans ocupa un segundo lugar en los 

aislamientos, detrás de C. parapsilosis sensu stricto, no así en neonatos 

donde existe predominio de C. albicans (García-Rodríguez et al, 2013). 

Además, se han descrito brotes nosocomiales por C. albicans o C. 

parapsilosis en unidades de neonatos que pueden condicionar el patrón 

local de distribución. 

  

 En cuanto a los factores predisponentes para desarrollar 

candidemia, se ha analizado una posible asociación con la especie 

aislada. Así la prematuridad y la presencia de catéteres se asocian con 

un mayor riesgo de candidemia por C. albicans. Algunos autores han 
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señalado que en áreas de cuidados críticos hay más riesgo de 

desarrollar candidemia por C. albicans (Cheng et al, 2005).  

  

 En general la distribución de especies puede variar de unas 

áreas a otras dentro de un mismo hospital, reflejando su actividad 

(Davis et al, 2007). Este hecho refuerza la necesidad de un 

conocimiento preciso de la epidemiología de las especies aisladas no 

solo de cada CCAA o cada hospital, sino también de cada unidad 

asistencial.  

  

 

C. parapsilosis 

 

Las candidemias por C. parapsilosis son frecuentes, variando la 

incidencia de unos hospitales a otros. C. parapsilosis se asocia con el 

25% de las infecciones por Candida en los hospitales europeos, siendo 

actualmente la segunda especie del género Candida en el número de 

aislamientos en nuestros hospitales. La incidencia de infecciones por C. 

parapsilosis varía ampliamente de unos estudios a otros, en base 

fundamentalmente al tipo de población estudiada. En hospitales 

infantiles alcanza hasta un 60% de las candidiasis aisladas (Durán et al, 

2005; Rodríguez et al, 2006) mientras que en adultos los datos son 

inferiores encontrándose referencias que hablan de un 20-30% 

(Almirante et al, 2006; Pfaller et al, 2008).  C. parapsilosis se asocia a 

menudo con un origen en los catéteres vasculares y tiene una 

mortalidad inferior a otras especies de Candida. La alta incidencia de C. 

parapsilosis en la población pediátrica ha sido descrita en numerosos 

estudios epidemiológicos (Pfaller et al, 2004; Hajjeh et al, 2004)  

 A diferencia de las otras especies de Candida, C. parapsilosis se ha 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0213005X12003631#bib0080
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aislado de las manos del personal sanitario, lo que parece ser es el 

resultado de subsecuentes infecciones nosocomiales asociadas a 

catéter. Su capacidad de formar biocapas le confiere una característica 

de supervivencia y de resistencia a antifúngicos (Kuhn et al, 2004). 

 

 Las cepas de C. parapsilosis se clasificaban en Gupos I, II y III (Lin 

et al, 1995). En 2005, basándose en la secuencia de DNA, se diferenció 

C. parapsilosis en tres especies morfológica y fisiológicamente 

indistinguibles: C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. 

metapsilosis (Tavanti et al, 2005). El perfil de sensibilidad de estas 

especies a los antifúngicos no difiere de manera significativa del de C. 

parapsilosis, aunque hay datos epidemiológicos que tradicionalmente se 

atribuían a C. parapsilosis y pueden ser desplazados hacia las nuevas 

especies (Blanco-Blanco et al, 2013). 

 

 

C. tropicalis 

 

  Las infecciones por C. tropicalis son consideradas emergentes, 

dando origen entre otros procesos, a candidemia y candidurias 

nosocomiales (Galán-Ladero et al, 2013). Su frecuencia varía 

ampliamente de unos hospitales a otros, encontrándose datos que 

fluctúan desde un 2,4% a un 37,1% (Pfaller et al, 2012). Las 

candidemias por C. tropicalis se suelen asociar a pacientes con cáncer, 

con cateterismos prolongados o a tratamientos previos con 

antimicrobianos de amplio espectro (Negri et al, 2010). C tropicalis 

presenta características similares a C. albicans recientemente descritas 

como la capacidad de filamentación (Silva et al, 2011) y la capacidad de 

conjugación (Porman et al, 2011).  
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C. glabrata 

 

Las infecciones por C. glabrata han aumentado notablemente en 

la última década, constituyendo en la actualidad una causa importante 

de morbi-mortalidad. Esta especie es muy ubicua en la cavidad oral, 

vagina, piel y otras áreas anatómicas de sujetos sanos. Es una levadura 

que se aísla cada vez con mayor frecuencia en vulvovaginitis, infección 

del tracto urinario e infecciones sistémicas graves en enfermos críticos, 

inmunodeprimidos y neoplásicos (Almirante et al, 2005; Trick et al, 

2002).  

 

 El interés clínico de C. glabrata radica especialmente en 

su resistencia a los derivados azólicos (Sanguinetti et al, 2005; Ruan et 

al, 2008). Posaconazol es un nuevo triazol de segunda generación de 

estructura similar a itraconazol, con amplio espectro sobre levaduras y 

hongos filamentosos; frente a C. glabrata posaconazol parece presentar 

una actividad inferior a la observada en otras especies (Blanco et al, 

2009).  

 

Otras especies muy relacionadas con C. glabrata se han descrito 

recientemente: C. nivariensis y C. bracarensis. Ambas dan colonias 

blancas en CHROMagar Candida medium, y tienen patrones de 

asimilación de carbohidratos diferentes (glicerol, xylose, N-

acetylglucosamina, y trehalosa), aunque aún no se contempla su 

identificación en la base de datos de API 20C system (Bishop et al, 

2008).  
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C. krusei 

 

  Es una levadura oportunista multirresistente que cada vez con 

mayor frecuencia se aisla en hemocultivos de pacientes con leucemia, 

en pacientes adultos neutropénicos con cáncer y en trasplantados de 

médula ósea. Esto posee una importante relevancia clínica y 

terapéutica, dada su resistencia intrínseca a fluconazol, en algunos 

casos combinada con una disminución de la sensibilidad a 5-

fluorocitosina y anfotericina B.  

  A pesar de estas características, se han realizado pocos estudios 

epidemiológicos y sus mecanismos de virulencia no son muy conocidos.  

 

 

C. lusitaniae 

 

  Es una especie que rara vez se aísla en clínica humana, aunque 

suele tener importante repercusión clínica debido a su posibilidad de 

desarrollar resistencia a anfotericina B durante el tratamiento (Bariola 

& Saccente, 2008). 

 

 

3- FACTORES DE VIRULENCIA DE CANDIDA SPP. 

 

La capacidad de los hongos para adherirse y colonizar tejidos 

humanos y plásticos (implantes, catéteres…) utilizados en el 

tratamiento de la enfermedad infecciosa está considerado un 

importante factor de virulencia (Koga-Ito et al, 2006). La capacidad de 
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colonización ha recibido especial atención como mecanismo de 

patogenicidad (Sullivan et al, 2004), estando relacionada con 

características de la capa externa, como hidrofobicidad de la superficie 

celular, capacidad de adherencia a materiales inertes y formación de 

biocapa. 

 

 

Formación de biocapa 

 

 La capacidad de formación de biocapa de los microorganismos 

se considera un importante factor de virulencia (Perumal et al, 2007), 

ya que los capacita para dar lugar a infecciones asociadas a dispositivos 

médicos (catéteres, prótesis, marcapasos, sondas, etc.), responsables de 

complicaciones severas y de difícil erradicación al ofrecer una mayor 

resistencia a antimicrobianos y permitir la persistencia de células 

viables dentro de la biocapa después del tratamiento. Es un mecanismo 

de patogenicidad complejo en el que intervienen factores como 

adhesión, crecimiento y variaciones morfológicas. La formación de 

biocapas sobre superficies mucosas así como sobre la superficie de 

implantes, prótesis y catéteres es un proceso que va a facilitar 

infecciones sistémicas, ya que los depósitos en la superficie de catéteres 

venosos centrales, favorecen la rápida diseminación de la infección 

(Douglas, 2003).  

 

 Las biocapas están formadas por los microorganismos adheridos 

a las superficies, embebidos en una matriz extracelular (Figura 1). Esta 

matriz está formada por hidratos de carbono, proteínas, hexosamina, 

fósforo y ácidos nucleicos, está altamente hidratada y confiere a la 

biopelícula un aspecto gelatinoso. La matriz es el soporte principal de la 
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biopelícula y su producción aumenta con el tiempo de maduración. Su 

composición varía según la especie: así, en las biopelículas de C. 

albicans está presente de forma mayoritaria la glucosa (32%), mientras 

que en las de C. tropicalis abunda la hexosamina (27%) (Al-Fattani & 

Douglas 2006) 

 

Se ha demostrado en Candida albicans, que era considerada 

asexual, la capacidad de conjugación (Hull & Johnson, 1999; Finkel & 

Mitchell, 2011), determinando el locus MTL (mating-type-like) dicha 

capacidad.  

Se ha encontrado relación entre la formación de biocapa y la 

estructura del locus MTL. Las cepas homocigotas, MTLa/a y MTLα/α, 

pueden originar colonias Opaque con capacidad de conjugación, 

mientras que las cepas heterocigotas MTLa/α no pueden hacerlo. El 

proceso de mating es inducido por feromonas que secreta la levadura 

homocigota.  

La formación de biofilm, donde existen condiciones de 

anaerobiosis, podría facilitar la conjugación al estabilizar la forma 

Opaque. Por otro lado el tipo de biofilm formado por las células White y 

por las células Opaque  presenta  diferencias en su estructura (Yi et al, 

2011).  

 

Es necesario establecer unas condiciones de trabajo muy 

definidas para valorar la capacidad de formación de biocapa en 

diferentes especies de Candida, poder realizar estudios comparativos 

así como estudiar la repercusión sobre la misma de la hidrofobicidad de 

la superficie celular y de la capacidad de adherencia a plástico. 
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Figura 1. Desarrollo de una biocapa: Diferentes procesos y fases 

(Adaptada de Blankenship & Mitchell, 2006). 
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Capacidad de adherencia  

 

 La capacidad de adherencia, favorece la colonización y posterior 

infección, y está influida inicialmente por diversos parámetros tanto de 

la pared celular de las levaduras como de la propia superficie (Imbert et 

al, 2003). La adhesión ocurre en varias fases. La primera, inespecífica, 

basada en fuerzas de atracción repulsión entre las que destaca la 

hidrofobicidad de las superficies (Jabra-Risk et al, 2001), y a 

continuación se establecen interacciones específicas entre las levaduras 

y los receptores de las células epiteliales (Vidotto et al, 2003).  

  

 Constituye el primer paso para el establecimiento de la biocapa y 

la hidrofobicidad de la superficie celular (HSC) de las levaduras 

juega un papel crucial en la primera fase de la adherencia, existiendo 

una relación directa entre las características hidrofóbicas de la pared 

celular de las levaduras y su capacidad de adherencia a plástico 

(Blanco et al, 1997). La mayor capacidad de adhesión de las moléculas 

más hidrofóbicas está en relación con un aumento de la energía libre de 

superficie; si el cambio de energía es negativo la reacción transcurre 

espontáneamente y no requiere receptores específicos. Por tanto, los 

perfiles de adherencia dependerán de las características del 

microorganismo y de la superficie a considerar. 

 

Una vez adheridos, muchos microorganismos son capaces de 

formar biocapa estableciendo un sistema de vida que les protege y 

favorece su supervivencia. Las condiciones en las que crecen en esta 

biocapa suelen ser diferentes a las ensayadas in  vitro.  
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Las adhesinas son proteínas responsables de la adhesión 

específica a los receptores celulares. Están localizadas en la superficie 

de la pared celular de la levadura, y participan en cambios en la 

formación de colonias y en el desarrollo de biocapas entre otros 

procesos.  

 

Las adhesinas Als constituyen una familia de proteínas de la pared 

celular, de las que se han descrito 8 miembros en C. albicans, 16 en C. 

tropicalis y 5 en C. parapsilosis (Butler et al, 2009). Se asocian con la 

virulencia, estando principalmente relacionadas con la adhesión al 

epitelio del huésped, agregación y formación de biofilm (Dranginis et al, 

2007). Se ha observado relación entre la expresión de adhesinas en las 

hifas y la formación de biocapas (Nobile et al, 2006).  Los genes ALS 

(Aglutinin-Like Sequence) codifican proteínas de la superficie celular 

implicadas en los mecanismos de adhesion; pueden ser regulados por 

condiciones ambientales (Verstrepen & Fink, 2009). Als1 y Als3, están 

implicadas en la formación de las biocapas (Nobile et al, 2008). Existen 

numerosos trabajos realizados con C. albicans, pero muy pocos en 

especies de Candida no-albicans. La utilización de la PCR a tiempo real 

permite realizar su cuantificación (Nailis et al, 2010). 

 

  

Hidrofobicidad de la superficie celular 

 

La pared celular de Candida spp. es una estructura compleja y 

variable según las condiciones ambientales y según la fase vital del hongo 

(levadura/filamento). Según la especie y dependiendo de esos factores, la 

hidrofobicidad de la superficie celular (HSC) presenta una gran 

variabilidad. 
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Los estudios realizados indican que las interacciones hidrofóbicas 

pueden jugar un papel en la adherencia de Candida spp. a plásticos, pero 

el grado de intervención dependerá de las características de la superficie 

tanto del plástico como del hongo (Sánchez-Sousa et al, 2001) y de la 

presencia de substancias que las altere. El mecanismo operativo o 

dominante dependerá del estado hidrofóbico de la pared celular del 

hongo, así como de las características de la superficie del substrato.  

 

Las condiciones medioambientales, al igual que las condiciones de 

crecimiento del hongo, influyen en su adhesividad.  Las condiciones de 

cultivo, en relación al medio utilizado, a la temperatura de incubación, el 

tipo de tampón etc., son determinantes para valorar la capacidad de 

adherencia, lo que podría explicar los resultados variables encontrados 

en la literatura (Blanco et al, 1997) 

 

Existen estudios referentes a la relación entre HSC de C. albicans y 

adhesión a acrílicos (Samaranayake et al, 1995). Aunque los resultados 

obtenidos respecto a la relación entre HSC y adhesión a poliestireno son 

dispares, muchos autores coinciden que la adhesión a acrílicos de 

levaduras de Candida es mayor si los niveles de HSC son altos (Blanco et 

al, 2006). Cuando las células crecen a 37º C con altos niveles de glucosa, 

galactosa o sucrosa, aumenta la adherencia a acrílicos. Esto puede ser 

debido a que los niveles elevados de galactosa o glucosa inducen altos 

niveles de HSC en C. albicans (Hazen, 1988).  

 

El conjunto de resultados sugiere que la HSC está involucrada en 

la adhesión de C. albicans a acrílicos. Estas diferencias pueden 
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explicarse considerando el grado de hidrofobicidad de los sólidos que 

interaccionan y a la diferente metodología utilizada. 

 

 

Transición dimórfica 

 

 Se define este proceso, como el paso de levadura a hifa a través 

de la formación de tubo germinal, siendo este, un proceso reversible y 

multifactorial, donde participan factores como pH, temperatura, la 

fuente de carbono utilizada o la presencia de hemina (Jacobsen et al, 

2012). 

En ocasiones y fundamentalmente en tejidos infecciosos, C. 

albicans adquiere formas estructurales filamentosas, las hifas, de 

longitud variable. La forma filamentosa es una estructura microscópica 

tubular, con múltiples unidades celulares divididas por septos, que 

pueden surgir a partir de blastosporas o hifas ya existentes y que 

presentan un crecimiento apical. También se pueden observar 

pseudohifas, que son células alargadas de levaduras que permanecen 

unidas entre sí. 

 

La capacidad de germinación era una característica atribuida 

exclusivamente a C. albicans. Actualmente se admite en otras especies 

como C. dubliniensis y C. tropicalis. La transición levadura a hifa ha sido 

muy estudiada, ambas formas tienen su protagonismo en la 

colonización e infección e influyen sobre el resto de factores de 

virulencia (Jacobsen et al, 2012).  

Las hifas son más hidrofóbicas que las levaduras, detectándose 

una alta composición en proteínas hidrofóbicas en la capa fibrilar 
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externa de la pared celular de las hifas y una alta adherencia a plásticos 

(Tronchin et al, 2008). Se ha demostrado relación entre la formación de 

tubo germinal y el incremento de la adhesión a células epiteliales 

(Kimura & Pearsall, 1980), en parte por modificar la composición 

antigénica de la superficie del hongo y en parte porque la 

transformación en hifas pasa por un proceso de cambio morfogenético, 

que confiere a las mismas mayor capacidad de adhesión (Chaffin et al, 

1998). 

 

La morfogénesis es también importante en la maduración de las 

biocapas, dando origen a formaciones más robustas frente  a biofilm 

más rudimentarios originados por levaduras mutantes incapaces de 

filamentar (Blankenship & Mitchell, 2006). 

 

 

Capacidad de conjugación  

 

 La existencia en C. albicans del locus MTL (mating type-like) se 

describió por Hull & Johnson (1999) y posteriormente en C. tropicalis 

por Porman et al (2011). El locus MTL controla el switching White-

Opaque que solo se producirá en las células homocigotas. Así, de 

manera similar a lo que ocurre en Sacharomyces cerevisiae, las cepas 

homocigotas MTL a/a o bien MTL alfa/alfa pueden conjugar, siempre 

que hayan evolucionado a células opacas (switching White-Opaque, 

Figura 2). Para que las células heterocigotas puedan conjugar, deben 

convertirse en homocigotas en el locus MTL.  
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Desde el descubrimiento del switching White-Opaque en C. 

albicans (Slutsky et al, 1987), se admite que es un proceso que se 

produce de forma espontánea y a una frecuencia relativamente baja, 

que permite se mantengan de forma estable las dos fases, asegurando 

en una población determinada la presencia de células de la fase 

opuesta, que pueden adaptarse mejor a nuevos nichos durante una 

infección. El estudio de la expresión de genes implicados, mejorará el 

conocimiento y permitirá establecer pautas para el control de su expresión y 

actividad (Finkel & Mitchell, 2011).  

 

 La mayoría de los aislados clínicos de C. albicans y C. tropicalis 

son heterocigotas en el locus MTL a/alfa y contienen MTLa en un 

cromosoma y MTL alfa en el homólogo. (Magee & Magee, 2004).  

 En un trabajo reciente, Xie et al (2013) demuestran la existencia 

de switching White-Opaque en un tercio de las cepas de C. albicans 

heterocigotas de su estudio, aunque las células opaque de MTLa/alfa 

heterozigotas eran poco estables y mating-incompetentes. 
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Figura 2. Mating en Saccharomyces cerevisiae y switching y mating en C. 

albicans (Soll et al, 2003). 
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Producción de enzimas 

  

 Las especies del género Candida pueden producir dferentes 

enzimas hidrolíticas, variando la actividad enzimática de unas a otras. 

 

 Las enzimas aspartil proteasas secretadas (Saps) constituyen 

una familia de hasta 11 miembros, dependiendo de la especie. Actúan 

como factores de virulencia facilitando la colonización e invasión 

debido fundamentalmente a su capacidad de dañar los tejidos y 

degradar material del hospedador, principalmente defensas 

inmunológicas y estructurales (Silva et al, 2011). C. tropicalis y C. 

parapsilosis son menos productoras de Saps, comparadas con C. 

albicans (Sacristán et al, 2011; Galán-Ladero et al, 2010; Asensio et al, 

2005). Estas enzimas se agrupan en familias de genes/proteínas, y la 

expresión de las isoenzimas dependerá de la especie y de las 

condiciones ambientales. Su número es mayor en los genomas de los 

patógenos, principalmente en las especies mas patógenas como C. 

albicans así como en C. tropicalis y C parapsilosis (Butler et al, 2009).  

 

 La actividad hemolítica es también diferente según la especie 

(Luo et al, 2001). Se puede diferenciar una hemólisis tipo beta presente 

en C. albicans, C. dubliniensis, C. kefyr  y  C. tropicalis  y en menor grado 

en C. glabrata, C. krusei  y C. lusitaniae; hemólisis alfa en C. famata, C. 

guilliermondii, C. rugosa y  C. utilis, mientras que C. parapsilosis no 

produce ningún tipo de hemólisis. Luo et al (2001) indican que la 

actividad hemolítica debe ser estudiada por una posible utilidad 

diagnóstica. 
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4- ANTIFÚNGICOS  

 

 Las infecciones por Candida spp. constituyen un importante 

problema principalmente en pacientes críticos y en inmunodeprimidos, 

utilizándose profilaxis con fluconazol para reducir el riesgo de infección 

fúngica (Brion et al, 2007) lo que ha originado la selección de cepas 

resistentes.  

 

 Hasta hace unos años la anfotericina B se consideraba 

tratamiento de elección de las infecciones fúngicas invasivas. La 

introducción inicialmente de los azoles, y con posterioridad las 

equinocandinas (Figura 3), y formulaciones lipídicas de la anfotericina 

B, han modificado la pauta de tratamiento de las candidemias.  

 

 

 

Figura 3. Evolución histórica de los antifúngicos (Catalán & Montejo, 2006). 

 

 

 

 

 

   Anfotericina B    Flucitosina   Fluconazol Caspofungina 
         Ketoconazol         Itraconazol Voriconazol     Posaconazol 
 
 
 
        1960   1970  1980  1990  2000    
           
              Micafungina 
         Anidulofungina
 Anidulafungina 
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Los últimos datos epidemiológicos indican que la susceptibilidad 

de las distintas especies de Candida spp. a los antifúngicos es predecible 

(Eggiman et al, 2003; Pfaller et al, 2005; Pappas et al, 2009).  

 

El tratamiento de las infecciones sistémicas en general requiere 

fármacos de amplio espectro y que provoquen el menor número de 

efectos secundarios al paciente, al ser enfermos generalmente en estado 

crítico o con graves inmunodeficiencias. Para el tratamiento de las 

micosis sistémicas se han descrito los siguientes fármacos que se 

engloban en tres familias, los polienos, cuyo principal representante es 

la anfotericina B, los azoles y el grupo más reciente, las equinocandinas. 

 

 

POLIENOS 

 

 Anfotericina B. Su mecanismo de acción se basa en la unión al 

ergosterol de las membranas plasmáticas, originando poros que 

aumentan la permeabilidad y producen la destrucción celular. Presenta 

un gran número de efectos secundarios.  

El antagonismo con los azoles es frecuente si la administración 

del azol precede a la del polieno, pero no suele observarse si se 

administran al mismo tiempo o el tratamiento se inicia con el polieno y 

se sigue con el azol. 

La resistencia a la anfotericina B de las diferentes especies de 

Candida es extraordinariamente rara (Eggiman et al, 2003).  

C. lusitaniae y C. guillermondii presentan la capacidad de 

desarrollar resistencia a anfotericina B (Mensa et al, 2013). 
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ANTIFÚNGICOS DE ÁCIDOS NUCLÉICOS 

  

 Flucitosina. Es un derivado fluorado de citosina que actúa como 

un profármaco transformándose en el organismo en 5-fluorouracilo, 

inhibidor no competitivo de la enzima timidilato sintetasa, bloqueando 

la síntesis de DNA. 

 

 

AZOLES 

 

 Este grupo interfiere en la síntesis del ergosterol al inhibir el 

enzima C4-α-desmetilasa, encargada de transformar lanosterol en 

ergosterol. En este grupo se incluyen fluconazol, itraconazol y 

voriconazol, para tratamiento de micosis sistémicas. Su efecto es 

fungistático. 

 

Fluconazol. Molécula pequeña con buena absorción. Al ser soluble en 

agua tiene mejor farmacocinética: Se une a proteínas plasmáticas, 

atraviesa barrera hematoencefalica, se elimina en orina. Fármaco 

principal en la profilaxis y tratamiento de las infecciones por hongos 

(pacientes VIH). 

En nuestro entorno la presencia de cepas resistentes o sensible 

dosis-dependiente (SDD) es aún baja aunque un incremento de los 

niveles de sensibilidad a fluconazol comienza a detectarse. En 1999, en 

una serie de Pfaller et al., el 100% de las cepas de C. albicans eran 

sensibles a fluconazol. En 2007 Laverdiere et al., encuentran el 99% de 

las cepas sensibles, el 0,5% de cepas resistentes y el 0,5% sensible 

dosis-dependiente (SDD) mientras que Guinea et al. (2008) en el 
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Hospital Gregorio Marañon (Madrid) encuentran hasta un 4,59% de 

cepas de Candida (C. albicans y C. glabrata) resistentes a fluconazol.  

 

Itraconazol. Triazol de buena absorción oral. Buena farmacocinética: 

se une a proteínas plasmáticas y afinidad 100 veces superior al CP-450 

de las células fúngicas. Junto a fluconazol es fármaco de elección en 

tratamiento de las infecciones sistémicas por hongos: baja toxicidad y 

vía oral.  

 

Voriconazol. Presenta un mayor espectro de acción dentro de los 

azoles.  

 

La aparición de resistencia a los azoles puede ser debida a 

mutaciones, a una sobreexpresión de los genes implicados en la síntesis 

del ergosterol o a la presencia de efectivas bombas de achique. En los 

últimos años se ha observado un claro aumento de la frecuencia de 

candidemias causadas por especies con sensibilidad disminuida a los 

azoles. A diferencia de lo que ocurre con las bacterias, el hecho de que la 

cepa de Candida proceda de un paciente ingresado en una unidad de 

cuidados intensivos no implica una mayor resistencia a los azoles sino 

que este hecho se asocia más a la especie de Candida causante de la 

candidemia: 

C. krusei es intrínsecamente resistente a fluconazol 

(Pfaller et al, 2005).  

C. glabrata muestra unas tasas de resistencia a los azoles 

superior al 10% en los aislados en hemocultivos (Pfaller et al, 

2004) 
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 Rustad et al (2002) han investigado una posible asociación entre 

la aparición de resistencia a los azoles y la configuración genética de C. 

albicans, desarrollando la hipótesis que las cepas MTL-homocigotas 

puedan ser intrínsecamente resistentes o bien ese carácter resistente 

radique en un gen ligado al MTL en el cromosoma 5 de C. albicans. 

 

 

EQUINOCANDINAS 

 

 Son antifúngicos que bloquean la síntesis de la pared del 

hongo. Son inhibidores de  quitina sintetasa o  beta-glucano sintetasa. 

Las equinocandinas, anidulofungina, caspofungina y micafungina, 

constituyen un nuevo grupo de antifúngicos con buena actividad 

fungicida y fungistática frente a la mayoría de especies de Candida, 

siendo muy utilizadas en candidiasis invasivas. (Pfaller et al, 2010). Su 

mecanismo de acción es muy específico, al actúar directamente sobre el 

1,3-β-D-glucano, componente de la pared de los hongos, provocando 

inestabilidad osmótica, e impidiendo de éste modo el crecimiento y la 

replicación celular. 

 

Caspofungina. Es el primer representante de la familia de las 

equinocandinas. Tiene potente acción frente C. albicans y otras especies 

de Candida, incluidas C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. krusei y 

C. lusitaniae, mientras que C. parapsilosis, C. famata y C. guillermondii 

son menos sensibles (Mensa et al, 2013). Su eficacia ha sido comparada 

con la anfotericina B y la flucitosina. 
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OTRAS TERAPIAS 

 

La utilización de anticuerpos monoclonales recombinantes 

dirigidos frente a antígenos específicos es una línea de investigación 

abierta. El efungumab (Mycograb®) actúa uniéndose a la proteína HSP 

90 con sinergia asociada a anfotericina B in vitro frente a un amplio 

espectro de especies de Candida. Recientemente se cuestiona la 

efectividad de esta molécula en asociación con la anfotericina B (Richie 

et al, 2012). 

 

 

Elección de antifúngico en una candidemia 

  

 En una candidemia el tratamiento de elección cuando aun no 

está identificada puede hacerse con una equinocandina.  

 Si la infección es leve, no existe neutropenia ni afección primaria 

o metastásica de un órgano y el paciente no ha recibido un azol durante 

el último mes, ni tiene antecedentes de colonización por C. krusei o C. 

glabrata, en lugar de la equinocandina el tratamiento puede iniciarse 

con fluconazol.  

 Una vez identificada la especie, si esta es sensible a fluconazol -C. 

albicans, C. tropicalis o C. parapsisolis- y la evolución es favorable el 

tratamiento con fluconazol puede continuarse.  

  

 La infección de C. krusei debe tratarse con una equinocandina, 

con voriconazol o con una forma lipídica de anfotericina B.  
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 C. lusitaniae puede hacerse resistente a anfotericina B; es 

preferible tratar con una equinocandina o con fluconazol. 

  

 El 10-20% de las cepas de C. glabrata son resistentes a 

fluconazol o puede presentar resistencia durante el tratamiento. 

 

Para el estudio de sensibilidad existen actualmente dos 

patrones diferentes, ambos basados en métodos de microdilución. Uno 

de ellos elaborado por el “European Committee on Antibiotic 

Susceptibility testing” (EUCAST) y el otro elaborado por el “Clinical 

Laboratory Estándar Institute in the U.S”. (CLSI, former NCCLS).  

Numerosos estudios han demostrado que ambos métodos son 

comparables (Tabla 1) 

 

 

Tabla 1. Diferencias entre la metodología EUCAST y CLSI 

Recomendaciones CLSI M27-A3 EUCAST EDef 7.2 

Concentración de glucosa 

en RPMI 1640 

0.2% 2% 

Forma del pocillo de la 

placa de microtitulación 

Fondo redondo Fondo plano 

Tamaño del inóculo 0.5-2.5×103  0.5-2.5×103 

Tiempo de incubación 48 h* 24 h 

Lectura Visual Espectrofotométrica 

Anfotericina B Claro y disminución 

prominente 

Menor concentración que 

inhibe al menos el 90%  

Azoles y  

equinocandinas 

Disminución 

prominente 

Menor concentración que 

inhibe al menos el 90% 

*Excepto para las equinocandinas que se leen a las 24h 
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Sensibilidad a antifúngicos y biocapas 

 

La resistencia de las biocapas de Candida a los antifúngicos es 

un fenómeno multifactorial (Quindós et al, 2009). La diferente 

sensibilidad entre las levaduras planctónicas y las que crecen en 

biofilm, es debido no solo al difícil acceso de los antifúngicos, sino 

también a la coexistencia en el biofilm de diferentes grupos de 

población con menor susceptibilidad en base a su tasa de crecimiento 

etc. La composición de la matriz puede ser causa del distinto grado de 

penetración de los antifúngicos. Se ha comprobado que la difusión de la 

5-fluorocitosina y fluconazol es más lenta en las biopelículas de C. 

tropicalis que en las de C. albicans (Douglas, 2002). 

Según Park et al (2013) los biofilm originados a partir de células 

Opaque son mas permeables y por lo tanto más sensibles. 

 

Entre los factores que intervienen hay diferentes mecanismos como:  

 la barrera física formada por la matriz polimérica extracelular. 

 la presencia de células persistentes, tolerantes ó durmientes, con 

menor actividad metabólica. 

 los distintos fenotipos celulares dentro de la biopelícula.  

 la sobreexpresión de diferentes genes asociados con los 

mecanismos moleculares de resistencia a los antifúngicos, por 

ejemplo genes que codifican bomba de expulsión (MDR1, CDR1 y 

CDR2) importante mecanismo de resistencia a los azoles 

(Ramage et al,  2001). 

 un microambiente pluricelular poco propicio para la actividad de 

los antifúngicos. 



 
 

Introducción 

 

46 

 
 

 

Establecer el orden de frecuencia, determinar el perfil de 

resistencia y conocer los determinantes de patogenicidad de las 

diferentes especies de Candida, son parámetros de gran importancia 

para poder establecer un protocolo de tratamiento empírico, que así 

mismo valore el papel de las biocapas en la resistencia y en el 

mantenimiento de la infección. Un mejor conocimiento de la capacidad 

de virulencia de las distintas especies, facilitará el control de estos 

procesos infecciosos de alta morbi-mortalidad. 

 

 



 
 
 

Objetivos 

 

47 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

OBJETIVOS 



 
 
 
Objetivos 

 
 
 

48 

 
 

 



 
 
 

Objetivos 

 

49 
 

 

 

  

 Las levaduras del género Candida son comensales humanos muy 

ubicuas, pudiendo causar infección oportunista en diferentes 

localizaciones. La transición de comensal a patógeno no es atribuible 

solo a alteraciones del hospedador, sino también a la presencia de 

factores de virulencia, selectivamente expresados bajo condiciones 

predisponentes.  

 

 Las candidiasis invasoras y diseminadas por vía hematógena se 

han incrementado notablemente y constituyen procesos infecciosos 

graves principalmente en pacientes con factores de riesgo asociados.  

  

 Después de revisar el estado actual del tema y comprobar el 

interés del control y prevención de las infecciones fúngicas, y que con 

frecuencia se obtienen datos contradictorios en cuanto a factores de 

virulencia de las diferentes especies, nos planteamos la realización de 

este trabajo con el objetivo de estudiar las características 

epidemiológicas y microbiológicas de episodios de candidemia, en el 

Hospital Puerta del Mar de Cádiz, durante de dos años, valorando en las 

especies aisladas su sensibilidad a diferentes antifúngicos y la presencia 

de diferentes factores de virulencia.  

 

 El mejor conocimiento de los factores que contribuyen al 

establecimiento de una candidiasis, ayudará a prevenir el desarrollo de 

estas infecciones y facilitará el control de dicho proceso infeccioso.  
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Este trabajo se ha diseñado con los siguientes objetivos:  

 

l) Estudiar los aspectos epidemiológicos de las candidemias, en un 

periodo de dos años (2008-2009) en el Hospital Puerta del Mar 

(Cádiz), aplicando un protocolo que permita valorar los factores de 

riesgo predisponentes y la incidencia de las distintas especies de 

Candida spp.  

 

II) Estudiar la sensibilidad a antifúngicos de las especies aisladas. 

 

III) Valorar la presencia de factores de virulencia en las cepas aisladas:  

 Hidrofobicidad de la superficie celular (HSC)  

  Capacidad de adherencia a plástico  

 Formación de biocapa  

  Expresión de adhesinas Als-1 

 Actividad aspartil proteasa  

 

IV) Analizar el locus MTL (MatingTipe Like) comprobando la naturaleza 

homocigota/heterocigota, en los aislados clínicos de especies con 

capacidad de conjugación como son C. albicans y C. tropicalis. 

    

V) Relacionar los factores estudiados, mediante estudio estadístico. 
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1. EQUIPOS Y APARATOS 

 

 Analizador ATB Plus (API System, BioMérieux SA, Marcy 

L´Etoile, Francia), para lectura de galerías de 32 pocillos para 

identificación de levaduras. 

 Autoclave Autotester modelo 437G (Selecta, Madrid, España) 

para esterilización de material y medios de cultivo a 121º C y una 

atmósfera de presión durante veinte minutos. 

 Balanzas analíticas de precisión mod. 1106 y mod. 2842 

(Sartorius, Goettingen, Alemania) y Precisa modelo 600-C (Goettingen, 

Alemania). 

 Cámara de fotografía CCD (Hitachi, Tokio, Japón). 

 Centrífuga Centronic modelo S-577 (Selecta, Madrid, España) y 

Sorvall modelo TC6 (Dupont, Newtown, USA). 

 Espectofotómetro mod. Spectronic-20 (Bauch & Lomb, Nueva 

York, USA) y Heλios ε (ThermoSpectronic, Rochester N.Y., USA). 

 Estufa refrigerada Revco Scientific mod. RI-23-1060 (Ashville, 

USA).  

 Estufa de 37ºC, modelo G25-Incubator SOC (New Brunswick 

Scientific, Edison, New Jersey, USA). 

 Equipo Ribolyser (Hybaid Ltd, Teddington, Inglaterra). 

 Incubador Memmert mod. 850 (Schwabach, Alemania). 

 Incubador de CO2 Revco Scientific mod. Ultima (Ashville, USA). 
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 Lector multicanal de densidades ópticas  Anthos 2020 (Anthos 

Labtec Instrument, Wals, Austria), acoplado a un software ADAP plus, 

diseñado para el manejo de datos con este dispositivo.  

 Microscopio óptico mod. Reichter Diavar (Leica, Wetzlar, 

Alemania), suplementados con un ocular micrométrico Zeiss mod. CPI 

W 10X. 

 Sonicador para suspensiones mod. Ultrasons P (Selecta, 

Madrid, España). 

 Termociclador convencional PCR Sping (Hybond, Amersham, 

Inglaterra). 

 

 

2. MEDIOS DE CULTIVO 

  

Medios habituales 

- Medio de Sabouraud agar glucosado al 4% (Merck, Darmstadt, 

 Alemania). 

- CHROMOagar Candida®(BioMerieux, Marcy L´Etoile, Francia). 

- Galerías de identificación ID 32C (API, BioMerieux). 

- Medio de Sabouraud líquido (Panreac, Barcelona, España). 

- Medio de Yeast Carbon Base (Difco, Detroit, Michigan, USA). 

- Medio Yeast Nitrogen Base (Difco, Detroit, Michigan, USA). 

 

Medios especiales 

- Medio YCB-BSA  

Utilizado para la medida de la actividad aspartil proteasa en 

medio sólido. Fórmula para 100 mL: 
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- 1,17 g de medio de Yeast Carbon Base (Difco, Detroit, 

Michigan, USA). 

- 0,01 g de extracto de levadura (Difco, Detroit, Michigan, 

USA). 

- 0,2 g de albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma, St Louise, 

USA). 

 Se preparó un concentrado con estos componentes en 10 mL de 

agua, se esterilizó por filtración usando filtros millipore de 0,45 µm de 

diámetro de poro y se le añadió a un matraz esterilizado en autoclave 

que  contenía 90 mL de agua destilada y 1,5 g de agar bacteriológico 

(Panreac, Barcelona, España). Se repartió en placas petri de 90 mm a 

razón de 10 mL de medio por placa. 

 

- Medio Sabouraud-sangre  

 Se utilizó para la medida de la actividad hemolítica en medio 

sólido. Fórmula para 100 mL: 

- 6,5 g de medio de Sabouraud agar glucosado al 4% 

(Merck, Darmstadt, Alemania). 

- 7 mL de sangre de carnero desfibrinada (Biocult 

laboratorios, Madrid, España). 

- 100 mL de agua destilada. 

 Se preparó en un matraz que se esterilizó en autoclave a 121º C 

durante 15 minutos y al que se añadió posteriormente, una vez 

enfriado, sangre de carnero en concentración final del 7%. Se repartió 

en placas petri de 90 mm a razón de 10 mL de medio por placa y se dejó 

solidificar. 
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- Medio RPMI 1640  

 Se utilizó para el estudio de la hidrofobicidad de la superficie 

celular, de la capacidad de adherencia y para la formación de biocapa. 

Fórmula para 100 mL:  

- 1,04 g de RPMI-1640 Medium (Izasa, Barcelona, España). 

- 2 g de D-Glucosa-monohidrato (Merck, Darmstadt, 

Alemania). 

- 3,45 g de Tampón MOPS (Sigma, St Louis, USA). 

 Se preparó un concentrado con estos componentes en 10 mL de 

agua, se esterilizó por filtración usando filtros millipore de 0,45 µm de 

diámetro de poro y se le añadió agua previamente esterilizada en 

cantidad suficiente para obtener un volumen final de 100 mL. Se 

repartió en matraces de 250 mL previamente esterilizados a razón de 

25 mL por matraz. 

 

 

3. REACTIVOS Y OTROS COMPONENTES 

 

- Agar bacteriológico tipo europeo (Panreac, Barcelona, España). 

- Albúmina sérica bovina (Sigma, Barcelona, España). 

- Aux Médium (BioMerieux, Marcy L´Etoile, Francia). 

- Breaking buffer: Triton-X 100 al 2%; SDS al 1%; NaCl 100 mM, 

 Tris PH 8.0, 10 mM; EDTA1 mM, agua esteril (c.s.p.). 

- Cloruro cálcico 0,005 M (Codex, Farmitalia Carbo Erma, Milán, 

 Italia). 

- Cloruro sódico 1 M (Panreac, Barcelona, España). 
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- Cristal violeta (Panreac, Barcelona, España). 

- D (+) -Glucosa-monohidrato (Merck, Darmstadt, Alemania). 

- Extracto de levadura (Difco, Detroit, Michigan, USA). 

- Fenol-cloroformo (Sigma, St Louise, USA). 

- Metanol (Panreac, Barcelona, España). 

- Negro Amido 10B en solución para electroforesis (Merck). 

- Placas de microtitulación de poliestireno de fondo plano de 96 

 pocillos  (Greiner, Frickenhausen, Alemania) para el estudio de 

 adherencia. 

- Placas de microtitulación de poliestireno de fondo plano de 6 

 pocillos  (Greiner, Frickenhausen, Alemania) para el estudio de 

 ALS en biofilm. 

- Placas de Petri de 90 mm para medios de cultivo. 

- RPMI-1640 Medium (Sigma, Barcelona, España). 

- Sensititre YeastOne (Trek Diagnostic Systems Ltd, West Sussex, 

 Inglaterra). 

- Sangre de carnero desfibrinada (Biocult laboratorios, Madrid, 

 España). 

- Tampón fosfato PBS 0,15 M  pH 7: 1,19 g K2HPO4; 0,29 g 

 KH2PO4; 4,93 g NaCl; agua destilada 1L. 

- Tampón MOPS (Sigma). 

- Taq polimerasa (Biotools, Madrid, España). 

- TE: Tris pH 8, 10 mM, EDTA 1 mM. 

- Viales de criocongelación Protect (STC, Heywood lancs, 

 Inglaterra). 

- Xileno (Panreac, Barcelona, España). 

- XTT (2, 3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-

 [(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide; Sigma). 
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4. ESTUDIO DE PACIENTES CON CANDIDEMIA 

 

 Se estudiaron todos los episodios de candidemia de pacientes 

ingresados en el Hospital Universitario Puerta del Mar de Cádiz  

durante un periodo de dos años (Mayo 2007-Mayo 2009). Se define 

como candidemia el aislamiento de Candida spp. en uno o más 

hemocultivos. Los hemocultivos se procesaron por el sistema 

automático Versatrek (Trek Diagnóstic System Inc., Westlake, Ohio, 

suministrado en España por Izasa). 

 

Se realizó a cada paciente una ficha epidemiológica - que se 

adjunta como Anexo al final de este apartado - donde se recogían datos 

personales (hoja 1), factores de riesgo (hoja 2), así como datos de las 

cepas, su sensibilidad a antifúngicos y la evolución (hoja 3). Se 

siguieron los principios de la Declaración de Helsinki y sus revisiones 

posteriores para estudios en humanos, el Convenio del Consejo de 

Europa relativo a los Derechos Humanos y de la Biomedicina, en la 

Declaración de la UNESCO sobre el genoma humano y los derechos 

humanos, la legislación para tal fin vigente en España y la Unión 

Europea y la Ley 14/2007, de 3 de julio, de investigación biomédica.  

 

En todos los estudios se pidió el consentimiento informado del 

participante, y se guardó la adecuada confidencialidad de la 

información obtenida. El protocolo de recogida de datos fué archivado, 

y a cada participante se le asignó una clave de tal modo que no pueda 

relacionarse la muestra e información obtenida con la identidad del 

sujeto. Las muestras fueron anonimizadas, asegurando la imposibilidad 

de inferir su identidad, para su estudio y potencial análisis ulterior. 
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5. MICROORGANISMOS  

 

 Este trabajo, que implica la utilización de agentes biológicos, se 

ajusta a  lo establecido en la Ley 31/1995, de 8 de noviembre, de prevención 

de riesgos laborales, y en los Reales Decretos que la desarrollan, en cuanto a 

los riesgos relacionados con la exposición a agentes biológicos. 

 

 

 5.1-Aislamiento e identificación 

 

Se estudiaron todas las candidas aisladas a partir de hemocultivos 

durante el periodo ya citado. Se incluyen en el estudio cepas control de 

las diferentes especies proporcionadas por la Colección Española de 

Cultivos Tipo (Burjasot, Valencia, España) (Tabla 2). 

 

Los hemocultivos se mantenían en incubación un mínimo de 7 

días, y finalizada la incubación se realizaron picaduras a ciegas en agar-

sangre, agar chocolate y agar Sabouraud, así como un examen 

microscópico con tinción de Gram. 
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 Tabla 2. Cepas de colección utilizadas. 

Especie Identificación 

Candida albicans 

Candida albicans 

CECT 1394 / ATCC 10231 

CECT 1676 / ATCC 36803 

Candida metapsilosis CECT 13010 

Candida orthopsilosis CECT 13011 

Candida parapsilosis CECT 1449 / ATCC 22019 

Candida tropicalis 

Candida tropicalis 

CECT 1440 / ATCC 4563 

CECT 1688 /  ATCC 13803 

Candida glabrata CECT 1448 / ATCC 2001 

 

 

En primer lugar, se aislaron las levaduras en medios 

convencionales como Sabouraud agar, para después realizar su 

identificación.  

 

Las cepas ya identificadas se conservaban en viales de criotecas 

Microbanc (Prolab, Ontario, Canadá) a  -80º C. Las bolas congeladas se 

sembraron  en medio sólido de Sabouraud y se incubaron a 37º C 

durante 24 h. Del crecimiento obtenido se inoculaba, con un asa de 

platino, en los distintos medios líquidos en los que se iba a trabajar y se 

incubaba a 37º C en agitación durante 48 h hasta alcanzar la fase 

estacionaria de crecimiento. A partir de este cultivo se obtuvieron los 

inóculos de trabajo para los distintos aspectos del estudio. 
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La identificación de las levaduras se llevó a cabo atendiendo a 

criterios morfológicos, métodos bioquímicos, y por técnicas de biología 

molecular:  

 

A) Criterios morfológicos 

Como medio cromogénico para la identificación de las distintas 

especies del género Candida se utilizó CHROMOagar Candida® (37 °C 

durante 48h), descrito por Odds y Bernaerts en 1994, que permite 

diferenciar C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, y C. glabrata en función de 

los colores que desarrollan en este medio (Figura 4). Como todos los 

medios colorimétricos, se basa en la detección de determinadas 

actividades enzimáticas por parte de las levaduras mediante la 

hidrólisis específica de un sustrato cromogénico en presencia de un 

indicador de la enzima.  

 

Una de las principales ventajas de estos medios es permitir diferenciar 

fácilmente los cultivos mixtos: 

 - Las colonias de C. albicans son lisas y de color verde 

esmeralda, a diferencia de C. dubliniensis que desarrolla un color 

verde oscuro y que, además, es incapaz de crecer a 45 °C  criterio 

que utilizaremos para diferenciarlas.  

 - C. tropicalis produce colonias azul oscuro con un halo 

púrpura-marrón en el agar que la rodea.  

 - C. krusei forma colonias rugosas con el centro rosado y el 

borde blanco.  

 - C. glabrata manifiesta un color púrpura-rosa, en algunas 

ocasiones son colonias de color blanco y en este caso tendríamos 

que diferenciarlas de Candida nivariensis y Candida bracariensis. 
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Las demás especies desarrollan colores y tonalidades diversas 

que no permiten su identificación por este medio. 

 

 

 

 

 

B) Métodos bioquímicos 

 La galería ID 32 C (API, bioMérieux) está compuesta por 

diferentes pruebas de asimilación (Figura 5). Permite identificar el 93% 

de especies diferentes de organismos levaduriformes o relacionados 

(Freydiere et al, 2001). 

 La galería se compone de 32 cúpulas: 29 contienen cada una un 

sustrato carbonado deshidratado (carbohidratos, ácidos orgánicos y 

aminoácidos), una es el control negativo, otra detecta la sensibilidad a 

la cicloheximida y la última es una prueba colorimétrica para la 

esculina.  

  

 La identificación se realizó siguiendo las instrucciones del 

fabricante. A partir de colonias bien aisladas se prepara una suspensión 

en agua destilada a concentración definida (McFarland standard #2). 

Cinco gotas de esta suspensión se añaden a una ampolla de medio que 

Figura 4. Crecimiento en el medio 

CHROMOagar Candida:  

C. albicans verde 

C. tropicalis azul 

C. glabrata violeta.  
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incluye el kit, y después de homogeneizarla se dispensa en los pocillos 

de la tira. Esta se incuba a 30º C durante 48h y se examina visualmente, 

marcando como positivos donde exista turbidez. Los resultados se 

transforman en un código numérico que permite su identificación 

utilizando ID 32C Analytical Profile Index. 

 

 

  Figura 5. Galería API 32C para identificación de  levaduras 

 

C) Técnicas de biología molecular para identificación de Candida 

grupo-psilosis 

 Para diferenciar las tres especies de Candida del grupo -psilosis 

(C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. methapsilosis) hemos utilizado 

técnicas moleculares, ya que los métodos convencionales no permiten 

su identificación. Como cepas control hemos utilizado  

 C. orthopsilosis CECT 13011 

 C. parapsilosis CECT 22019  

 C. methapsilosis CECT 13010. 

 

 Hemos elegido dos métodos para así confirmar resultados: 

secuenciación mediante iniciadores universales ITS-1/ITS-4 y digestión 

con enzima de restricción BanI. En estas técnicas moleculares recibimos 

el apoyo técnico y personal del Servicio de Técnicas Aplicadas a la 

Biociencia STAB-SAIUEx (financiado por UEX, Junta de Extremadura, 

MICINN, FEDER y FSE).  
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Extracción del DNA de las levaduras  

Para el aislamiento del DNA usamos el kit MasterPure  Yeast 

Purification (Epicentre, Madison, WI; USA) y el siguiente protocolo: 

1. Sedimentar  las levaduras que crecen en 1,5 ml de cultivo 

durante 24 h en Sabouraud líquido, mediante 

microcentrifugación ≥ 10.000 rpm durante 2-5 minutos. 

2. Eliminar todo el medio de cultivo.  

3. Añadir 300 µL de la solución de lisis a cada tubo.  

4. Tratar con RNasa añadiendo 1 µL de la solución de 5 µg/ µL. 

5. Suspender las células mediante vortex. 

6. Incubar las células suspendidas a 65 ºC durante 15 min. 

7. Mantener las muestras en hielo 5 minutos. 

8. Añadir 150 µL de MPC Protein precipitation reagent y vortex 

10 segundos. 

9. Sedimentar los restos celulares por microcentrifugación ≥10.000 

rpm 10 minutos. 

10. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de microcentrífuga 

y añadir 500 µL de isopropanol (no incluido en el kit). 

Mezclamos a fondo por inversión. 

11. Sedimentar las células por centrifugación ≥10.000 rpm 10 

minutos. 

12. Eliminar el sobrenadante y desechar. Lavar el sedimento que 

contiene el DNA con 0,5 ml de etanol al 70 %. Agitar, 

centrifugar y eliminar el sobrenadante de etanol. 

13. Resuspender el DNA en 35 µL de TE Tampón. Mantener el DNA a 

-20ºC 
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C.1- Análisis por amplificación y secuenciación de la región ITS-1/ITS-4  

  

 Se utilizaron  los iniciadores universales específicos para la 

subunidad del DNAr D1-D2,  para amplificación de la región ITS 

(internal transcribed spacer), ITS 1 e ITS 4, recogidos en la Tabla 3 de 

acuerdo con la técnica descrita por Gómez-López et al (2008). 

  

 La amplificación se llevó a cabo con las siguientes condiciones en 

29 ciclos (Tavanti  et al,  2005): 

1 ciclo:  Desnaturalización: 94ºC, 2 minutos 

2 ciclo:   25x :  

 Desnaturalización 94ºC, 30 segundos 

 Hibridación 60ºC, 90 segundos 

    Elongación 72ºC, 75 segundos 

3 ciclo: Extensión final 72ºC 10 minutos 

 

 Mediante electroforesis se leyeron las secuencias obtenidas, 

comparándolas en la base de datos del NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). Las muestras se guardan en nevera a -4ºC. 

 

 

C.2- Digestión con enzima de restricción BanI del fragmento SADH 

 

 Una enzima de restricción es aquella que puede reconocer una 

secuencia característica de nucleótidos dentro de una molécula de ADN 

y cortar el ADN en ese punto en concreto (diana de restricción) o en un 

sitio no muy lejano a éste.   
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Para la identificación de nuestras cepas se utilizó la enzima BshNI 

(BanI) ER 1001, siguiendo el siguiente protocolo: 

 

1. Amplificación del fragmento  SADH por PCR  con primers 

específicos según Tavanti et al, 2005 (Tabla 3). 

2. Purificación del DNA obtenido mediante kit (Qiagen). Se 

comprobó por determinación espectrofotométrica a 260 nm la 

cantidad de ADN obtenida. 

3. Digestión del producto de PCR con 0.4 µL de enzima de 

restricción BanI: 

i. Se  añadió a cada tubo 4 uL del DNA a digerir + 16 uL de la 

mezcla preparada (Tabla 4). 

ii. Se incubó en presencia de la enzima de restricción BanI 

durante 90 min a 37º C. 

4. Se analizaron las secuencias obtenidas  al correr en un gel de 

agarosa al 2% con bromuro de etidio (0,05 mg/L).  

5. Las bandas se observaron mediante UV transiluminación (Figura 

6): 

- C. parapsilosis, tiene tres sitios de actuación del enzima 

de restricción por lo que veremos cuatro bandas (370 bp, 

188 bp, 93 bp, 60 bp).  

- C. orthopsilosis, no tiene diana de restricción por lo que 

sólo veremos una banda (716 bp).  

- C. metapsilosis, se formarán dos bandas (521 bp, 196bp).  
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Tabla 3. Secuencia de los primer utilizados para identificación de las 

especies de Candida grupo–psilosis. 

Método Secuencia 

Amplificación región 

ITS 

ITS 1  (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)  

ITS 4  (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)  

Fragmento SADH Fwd 5’ –GTTGATGCTGTTGGATTGT-3’ 

Rev, 5’ –CAATGCCAAATCTCCCAA-3’ 

 

 

 

Tabla 4.  Preparación de la muestra para digestión. 

Reactivos  1 muestra Mezcla 20 muestras  
(x 24) 

DNA   (4 µL) - 
Tampón 5x 4 µL 96 µL 
Enzima (Enz 10U/uL) 0.4 µL(1U) 2.4 µL 
H2O  11.6 µL 46.4 µL 
Volumen final 20 µL 384 µL (sin DNA g) 
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         B   

 

Figura 6. Esquema (A) y resultados de la electroforesis (B, tomado de 

Tavanti et al, 2005):  

(a) amplificación del fragmento SADH (producto PCR-716 bp) en 

diferentes especies de Candida: 1, C. albicans; 2, C. dubliniensis; 3, C. 

famata; 4, C. glabrata; 5, C. guilliermondii; 6, C. kefyr; 7, C. krusei; 8, C. 

lusitaniae; 9, C. metapsilosis; 10, C. orthopsilosis; 11, C. parapsilosis; 12, C. 

tropicalis. 13, S. cerevisiae; M, 100-bp ladder.  

(b) Digestion de SADH-PCR por la enzima de restricción BanI. Producto 

obtenido a partir de C. metapsilosis (1), C. orthopsilosis (2), y C. 

parapsilosis (3). M, 100-bp ladder. 

 

 
 
…  20 muestras       37ºC/90 min 
+Marcadores 
+Controles 

 
ELECTROFORESIS 
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6-SENSIBILIDAD A ANTIFÚNGICOS DE LAS ESPECIES AISLADAS 

 

Se estudia la actividad antifúngica de amfotericina B, fluconazol, 

itraconazol, voriconazol, caspofungina y anidulofungina frente a todos 

los aislados clínicos. La sensibilidad a antifúngicos se estudiará 

mediante microdilución según la normativa de CLSI (M27-A.3), 

utilizando el sistema Sensititre YeastOne (Trek Diagnostic Systems). 

Los inóculos se prepararon de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante y las placas fueron incubadas 24-48h a 37º C.  

 

La CMI vendrá definida para los azoles (fluconazol, itraconazol y 

voriconazol) como la menor concentración donde se produzca la 

inhibición de el 50% del crecimiento. La CMI de las equinocandinas 

(caspofungina y anidulofungina) se define como la menor 

concentración que produzca una importante disminución de la 

turbidez. Las diferentes concentraciones testadas se recogen en la Tabla 

5. 

 

Existen actualmente dos estándar para interpretación de los 

puntos de corte de CMI basados en métodos de microdilución, uno 

elaborado por el EUCAST (European Committee on Antibiotic 

Susceptibility Testing) y otro elaborado por CLSI (Clinical Laboratory 

Estándar Institute) en Estados Unidos (EUCAST 2008; M27 A-3, 2008). 

 

 



 
 

 
Material y Métodos 

 

 
 
 

72 

 

Para fluconazol se admiten como puntos de corte por EUCAST: 

 Resistente, CMI >64 mg/L.  

 Sensible dosis-dependiente (SDD), CMI entre 16 y 32 mg/L.  

 Sensibles, las cepas con CMI< 8mg/L.  

Para voriconazol: 

 Resistente >4 mg/L;   SDD 2 mg/L;     Sensible <1 mg/L  

 

 

Tabla 5. Concentraciones de los antifúngicos ensayados en Sensitrite 

YeastOne. 

Antifúngico Grupo Rango de concentraciones 

Anfotericina B Polieno 0,008 – 16     mg/L 

Fluconazol  

Azoles 

0,125 – 256    mg/L 

Itraconazol 0,008 – 16     mg/L 

Voriconazol 0,008 – 8       mg/L 

Caspofungina  

Equinocandinas 

0,008 – 16     mg/L 

Anidulofungina 0,008 – 16      mg/L 
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7-ESTUDIO DE FACTORES DE VIRULENCIA 

 

 Se estudió en todas la cepas la presencia de factores de 

virulencia, como actividad enzimática, capacidad de adherencia, 

hidrofobicidad y formación de biofilm.  

 

 

 7.1-Medida de la actividad enzimática 

 

 En este trabajo se valoró la actividad aspartil-proteasa y la 

actividad hemolisina, y se utilizaron los siguientes medios preparados 

en laboratorio para valoración de la actividad enzimática, YCB-BSA y 

Sabouraud sangre, respectivamente. 

 

 

Estudio de la actividad aspartil proteasa en placa 

 

Para la determinación de la actividad aspartil proteinasa se 

utilizó como el medio de cultivo Yeast Carbon Base (Difco) con 

albúmina bovina (Sigma) (YCB-BSA) como única fuente de nitrógeno, 

usado por Cassone et al (1987) con el fin de estimular la producción de 

aspartil proteasas, necesarias para la utilización de la albúmina como 

fuente de nitrógeno. 

Las placas con medio YCB-BSA, se inocularon con una gota de 10 

μL de una suspensión de levaduras de concentración estandarizada de 

106 células/ml para cada cepa. Se deja secar la gota inoculada y se 
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incuban las placas a 37º C. Todos los experimentos se realizaron por 

duplicado y en diferentes placas.  

 

Se hizo un estudio previo incubando las placas en atmósfera 

normal y en atmósfera enriquecida en CO2 durante 48 h, 72 h y 7 días, 

en estufas sin agitación. Se realizaron medidas del diámetro de la 

colonia y del diámetro del halo producido. A los 7 días se tiñeron las 

placas con 2 ml de negro amido al 1%, en una solución de metanol, 

acético y agua, en proporción 45:10:45, durante 24 h.  

Se obtuvieron los mejores resultados después de 7 días de 

incubación y con tinción de negro amido al 1%, procesándose de este 

modo todas las cepas del estudio (Figura 7). 

   

  El cálculo de la actividad enzimática, mediante el Índice PZ, se 

realizó basándonos en el método de Willianson et al (1986), descrito 

para evaluar la actividad fosfolipasa. Este método se basa en un 

cociente matemático entre el diámetro de la colonia y el diámetro del 

halo de precipitación producido, clasificándose como de alta actividad 

si el cociente obtenido es menor de 0,40; actividad media si está entre 

0,41 y 0,60 y baja actividad si se encuentra entre 0,61 y 0,99. Un índice 

Pz de valor 1 nos indica que no se detecta actividad. 

 

Índice Pz =    Diámetro de la colonia/ Diámetro del halo de lisis 
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A  B  

Figura 7. Lectura de la actividad aspartil proteasa en el medio YCB-

BSA, sin teñir (A) y teñido con negro amido al 1% (B). Estudio de una 

cepa de C. albicans y una cepa de C. parapsilosis, incubadas a 37º C con 

atmósfera enriquecida de CO2. 

 

 

Estudio de la actividad hemolítica en placa 

 

 La medida de esta actividad enzimática se realizó basándonos en 

el método descrito por Manns et al (1994), ligeramente modificado por 

Luo et al (2001).                   

 Se inocularon las placas del medio de cultivo específico, 

preparado con hematíes de carnero como diana de este enzima, 

depositando una gota de 10 μL de una suspensión de 106 células por ml 

de cada cepa y se incubaron  a 37º C con/sin  atmósfera enriquecida con 

un 5% de CO2 durante 48 h, 72 h y 7 días (Figura 8).  
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 La producción de hemolisinas se evaluó calculando el índice de 

actividad enzimática (Índice Pz) con la fórmula de Williamson et al 

(1986), resultado de la división del diámetro de la colonia entre el 

diámetro del halo de lisis: 

 

  Índice Pz =  Diámetro de la colonia / Diámetro del halo de lisis 

 

 Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0.40); 

media (Pz 0.41-0.60), baja (Pz 0.61-0.99) y nula (Pz = 1). 

 

 

 

 
 
Figura 8. Lectura de la actividad hemolisina en medio Agar-Sabouraud-

Sangre de dos cepas de C. parapsilosis a 37ºC 
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7.2- Hidrofobicidad de la superficie celular 

 

 En este trabajo se utilizó RPMI 1640 para estudios de 

hidrofobicidad y adherencia así como para valorar la formación de 

biocapa   

 

Los niveles de hidrofobicidad de la superficie celular (HSC) se 

midieron por el test de adhesión microbiana a hidrocarburos (MATH), 

utilizándose la técnica modificada  del método bifásico agua-

hidrocarburo de Rosenberg et al (1980) descrita por Hazen et al 

(1986). Básicamente consiste en la determinación del reparto de los 

microorganismos entre la fase acuosa en que están suspendidos y una 

fase hidrocarbonada (p-xileno).    

 

Las cepas fueron inoculadas en tubos en 5 ml de RPMI 1640, 

realizándose dos subcultivos. Se incubaron en agitación a 37º C. 

Después de 24 h de incubación, cuando están al comienzo de la fase 

estacionaria se centrifugan los cultivos durante 5 minutos a 3000 rpm y 

se  realizan dos lavados con tampón fosfato frío 0,15M pH 7.4 (PBS). Se 

resuspendió el botón en PBS hasta una DO de 0,4 a 492 nm de longitud 

de onda en un espectrofotómetro (Thermospectronic, Madrid, España) 

hasta obtener un volumen final de 4 mL. De esta suspensión de 

levaduras se reservó 1mL para hacer estudios de adherencia a plástico. 

 

El valor de absorbancia obtenido frente a un blanco (PBS) era 

considerado como DO inicial (ABS0).  
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A 3 mL de la suspensión, dispuestos en tubo de vidrio sin restos 

jabonosos, se añadió 1 ml de xileno (Panreac)  y tras agitación intensa 

en vortex durante 1 minuto para conseguir la interposición de las dos 

fases, se dejó reposar durante 2-3 minutos, hasta la completa 

separación de ambas fases, la acuosa y la oleosa. Finalmente se midió la 

absorbancia (DO) de la fase acuosa (ABS1) (Figura 9). 

La hidrofobicidad se expresa como el porcentaje de reducción de 

la densidad óptica ABS1 respecto a la DO inicial ABS0.  

Para calcular el valor de la hidrofobicidad de la superficie celular 

se utilizó la fórmula siguiente: 

 

Porcentaje de hidrofobicidad %HSC=[(ABS0-ABS1)/ABS0]x100 

 

 

 

 

Figura 9. Método bifásico agua/hidrocarburo para valoración del 

porcentaje de hidrofobicidad de la superficie celular. 

A: Levaduras resuspendidas en la fase de hidrocarburo (células 

hidrofóbicas) 

B: Levaduras que permanecen en la fase acuosa (células hidrofílicas). 
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7.3- Capacidad de adherencia a plástico 

 

Se valoró la capacidad de adherencia a plástico de todas las 

cepas aisladas y de las cepas control. 

Se siguió la técnica descrita por Christensen et al (1985). Un mL 

de la suspensión de levaduras, preparada como se describe en el 

apartado anterior, se repartió entre cuatro pocillos de una placa de 

microtitulación de poliestireno (0,25 mL/pocillo). Las placas fueron 

incubadas a 37º C en atmósfera húmeda durante 24 horas. 

 Tras la incubación se aspiró cuidadosamente el contenido de los 

pocillos y posteriormente se realizaron tres lavados mediante la adición 

de  200 μL de PBS frio a cada pocillo, seguida de aspiración cuidadosa 

para eliminar las levaduras que no se encuentran adheridas. Se midió la 

densidad óptica en espectrofotómetro a 490 nm. Todos los 

experimentos se realizaron al menos por triplicado y en días diferentes 

(Figura 10). 

 

Estandarización de la técnica  

Se realizaron los siguientes estudios previos para  

estandarización de la técnica: 

- Se valoró la adherencia en varios tipos de placas de 

microtitulación de 96 pocillos incluyendo placas Greiner bio-one 

(Greiner, Frickenhausen, Alemania) 

- Se buscó el tiempo de incubación adecuado para la 

adherencia, realizando incubaciones a distintos tiempos. 

- Se estudió la densidad de la suspensión de levaduras en 

PBS, utilizada para valorar la adherencia.  

- Se comprobó la linealidad de los resultados, 
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relacionando turbidez con el color producido al añadir XTT 

(Sigma) con 0,01 M de menadiona, que cuantifica actividad 

mitocondrial, mediante una recta de regresión. 

 

 

  

Figura 10. Valoración de la adherencia a plástico en una placa de 

microtitulación. Pocillos con levaduras adheridas (derecha) y sin 

adherir (izquierda). 

 

 

7.4. Capacidad de formación de biocapa  

 

 Se estudió la formación de la biocapa sobre placas de 

microtitulación de poliestireno de 96 pocillos con fondo plano 

(Greiner), según el método descrito por Hawser et al (1994) con 

modificaciones (Blanco et al, 2006). Para ello se inoculan los pocillos 

con 250 µl con un inóculo aproximado de 5 x 106 levaduras/mL por 

cepa. Tras incubación durante 48 horas en agitación en atmósfera 

húmeda, se lavan los pocillos cuidadosamente con PBS frío, eliminando 

por aspiración del medio, las levaduras no adheridas. Se realizaron al 

menos tres lavados. 
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La medida de la biocapa formada se hizo por el procedimiento de 

de Ramage et al (2001)  realizándose dos lecturas independientes: 

 

Biocapa formada midiendo la densidad óptica 

 

Se valoró la densidad de la biopelícula que ha quedado adherida 

al pocillo. Se midió  directamente, en un lector de microplacas (Anthos 

2020, Cultek, Madrid) a 492 nm, la DO de la biocapa formada, que 

indicaba la turbidez, directamente relacionada con la cantidad de 

biomasa de la biocapa de levaduras. 

 

 

 Actividad metabólica de las levaduras adheridas  

 

 La cantidad de levaduras viables en la biocapa formada se realizó 

valorando la actividad metabólica de las levaduras conenidas en la 

biocapa, cuantificando el color producido por la reducción del XTT 

(Sigma) con menadiona, según la técnica descrita por Ramage et al 

(2001) y Khun et al (2002). Esta técnica colorimétrica se basa en la 

producción de formazán a partir del XTT por las células viables. 

 Para ello se realizó una valoración de la actividad metabólica de 

las células adheridas utilizando el ensayo de reducción del XTT (2,3-bis 

(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H 

tetrazolium hydroxide; Sigma) según la técnica descrita por Ramage et 

al  (2001). Se preparó una solución saturada de XTT a concentración de 

0,5 g/L  en Ringer lactato. Se esterilizó por  filtración y se guardaron en 

alícuotas a –70º C. Previamente al ensayo se añadió menadiona (Sigma) 

hasta una concentración de 1 µM.  
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 Se añadieron 100 µl de XTT con menadiona a los pocillos con la 

biocapa formada y a pocillos vacíos como control.  Las placas se 

incubaron durante 1 h a 37º C y se cuantificó la reacción colorimétrica 

producida por la reducción enzimática del XTT con menadiona. El color 

se cuantificó en un lector de microplacas (Anthos 2020, Cultek) a 492 

nm (Figura 11). 

 

 

 

 

 Figura 11. Medida de la biocapa por reducción del XTT 
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8. ESTUDIOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

 

 Se realizaron estudios de biología molecular complementarios 

para valorar la expresión de la adhesina ALS1 en células planctónicas y 

del biofilm así como para el estudio de la naturaleza del locus MTL en C. 

albicans y C. tropicalis. 

 

 

8.1. Expresión del gen  ALS-1 en células de la biocapa en C. 

tropicalis. 

 

 Para cuantificar  la distinta expresión de adhesinas ALS-1 en 

células formando biofilm y en células planctónicas de los 7 aislados de 

C. tropicalis, se hizo un estudio de Q- PCR. 

 Se sembraron las cepas en placas de Sabouraud (24 h, 37º C) y se 

prepararon células en biofilm y células planctónicas: 

 

 -Formación del biofilm para valoración de ALS-1 

 A partir de varias colonias aisladas se inoculó un tubo con 4 mL 

de RPMI 1640, pH 7.0 e incubamos 24 h a 37º C en agitación (130 rpm). 

 A partir de este cultivo se realizó una dilución 1/100 en un 

matraz hasta un volumen final de 25 mL en RPMI 1640, distribuyendo 4 

mL a cada pocillo de una placa de 6 pocillos.  

 Se incubaron 24 h a 37º C y en agitación (130 rpm).  

 Se renovó el medio a las 24h y se incubó otras 24 h. 

 

 



 
 

 
Material y Métodos 

 

 
 
 

84 

 

 -Cultivo de células planctónicas para valoración de ALS-1 

 De la cepa incubada en RPMI 1640, se hizo una dilución 1/100 

hasta un volumen final de 10 ml en RPMI 1640 pH 7.0 y se incubó 24 

horas a 37º C y en agitación (130 rpm). 

 

 -Preparación de las muestras para realización de la PCR 

 Para obtener las células del biofilm, se eliminó el sobrenadante 

de la placa de 6 pocillos, lavando 3 veces con PBS frio para eliminar 

todas las células planctónicas. Sobre el biofilm que queda se añadió 1 

mL de una solución de lisis (Sorbitol 1M, EDTA 100mM y 100 U de 

lyticase). 

 

 Para obtener las células planctónicas, a partir del cultivo de 

levaduras, centrifugamos a 5000g durante 10 min. Se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1mL de la misma solución de 

lisis (Sorbitol 1M, EDTA 100mM y 100 U de lyticase). 

 

  Ambas muestras se incubaron a 30 °C durante 5 h en agitación 

(150 rpm aprox). Pasado ese tiempo de lisis, se levantó el biofilm con 

ayuda de un scrapper y lo pasamos a un tubo de 15ml. 

 

 -Extracción de RNA 

 A continuación se procedió con las dos muestras de forma 

idéntica y simultánea: 

Centrifugamos a 5000 g durante 10 min 

Retiramos sobrenadante 

Resuspendemos en 350 µL de buffer de lisis del Kit illustra RNAs 

isolation (GE Healthcare) y 3,5 µL mercaptoetanol  
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 A continuación seguimos las indicaciones descritas en el manual 

de dicho kit. Una vez obtenido el RNA se determinará su concentración 

y pureza por nanodrop. 

 

 -Q-PCR One-step a partir del RNA de C. tropicalis 

 Se utilizó el kit iScripTM One-Step RT-PCR con SYBR Green 

(BioRad). Para cada muestra se añadieron las cantidades de tampón, 

enzima y cebadores recomendadas por el kit y 100 ng de RNA. Se valoró 

simultáneamente la actina y el fragmento 18 s, que fueron utilizados 

como housekeeping (Tabla 6). 

 

La reacción siguió el siguiente protocolo: 

Sintesis de cDNA 10 min a 50ºC 

Inactivación de transcriptasa reversa iScript 5 min a 95ºC 

Los ciclos de PCR (40 ciclos): 10 sec a 95ºC 

       30 sec a 55ºC 

Al finalizar se programó la realización de una curva de melting 

 

 

Tabla 6. Primers utilizados para ALS-1 y para los housekeeping. 

ALS-For:   5'-AGG TGA TAC GTT CAC TTT GAT-3’ 

ALS-Rev:   5'-AGC TGC AGC AAA ATA GGC TTG-3’ 

Actina-For:  5'-CGC ACA CAC ACA CCT CCC GA-3’ 

Actina-Rev:  5'-GCG TCG TCA CCG GCA AAA CC-3’ 

18s-For:   5'-ATT TCT TTG GTG GCG GGA GC-3’ 

      18s-Rev:  5'-GCA TTT CGC TGC GTT CTT CA-3'                                                      
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8.2- Análisis de la configuración de los alelos de MTLa y MTLalfa en 

C. tropicalis y C. albicans 

 

 Recientemente se ha descrito la capacidad de conjugación a 

partir de células homocigotas (a/a o alfa/alfa) en el gen MTL (Mating 

Tipe Locus) tanto en C. albicans como en C. tropicalis. Por ello 

estudiamos las características del gen MTL en los aislados clínicos de C. 

albicans (16 aislados) y de C. tropicalis (6 aislados). Para este trabajo se 

contó con el Servicio de Técnicas Aplicadas a la Biociencia, (STAB) 

Servicio de Apoyo a la Investigación (SAIUEx) Universidad de 

Extremadura 

 

  Aislamiento de RNA de Candida 

‐ A partir del cultivo de levaduras planctónicas en Sabouraud líquido, se 

centrifugaron a 5000 g durante 10 minutos. Retirar sobrenadante. 

- Se resuspendieron en 5 ml de una solución de lisis (Sorbitol 1M, EDTA 

100mM y 100 U de lyticase). Las muestras se incubaron a 30 °C durante 

5 h en agitación (150 rpm aprox).  

‐Las levaduras, recogidas en tubos de 15 ml, se centrifugaron a 5000  g 

durante 10 minutos. Retirar sobrenadante  

‐Resuspender en 350 μl de Buffer de lisis del Kit Illustra RNAs isolation 

(GE Healthcare) y 3,5 μl mercaptoetanol. Se siguieron las indicaciones 

descritas en el manual de dicho kit.  

‐Una vez obtenido el RNA se determinó su concentración y pureza por 

nanodrop.  
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 - Síntesis de cDNA a partir de RNA de levaduras Candida  

 Para realizar la síntesis de cDNA a partir de RNA se utilizó el kit 

iScript cDNA Synthesis (BioRad).  

 Para cada muestra se añadieron las cantidades de tampón y 

enzima recomendadas por el kit para un volumen final de 20 μl (4μl de 

buffer y 1μl de enzima) y 100 ng de RNA aproximadamente.  

 La reacción siguió el siguiente protocolo:  

5 minutos a 25°C  

30 minutos a 42°C  

5 minutos a 85°C  

 

Amplificacion por PCR de los alelos de MTL (A2, alfa 2) en C. tropicalis  

Para la reacción de PCR se utilizó el kit iTaq DNA Polymerase de BioRad 

(ref. 170‐8870).  

La mezcla de reacción estaba constituida por: iTaq buffer 1x, MgCl2 1.5 

mM, dNTP mix 0.2mM de cada uno, iTaq 1.25 U, primer F 200 nM, 

primer R 200nM y 1 μl del cDNA sintetizado anteriormente.  

Los cebadores usados se recogen en la Tabla 7 
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La reacción siguió el siguiente programa:  

 Deshibridación: 3 min at 95°C  

 35 ciclos de PCR: 

    30 sec at 95°C  

30 sec at 55°C  

45 sec at 72°C  

 Extension final: 10 min at 72°C  

Finalmente los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 

1%.  

 

 

 

Tabla 7.  Primers utilizados para alelos a2 y alfa2 del gen MTL de C. 

tropicalis  tomados de Porman et al (2011). 

MTLa2-F  CTACTAATTTTGAAACCATTTGGAGTCT 

MTLa2-R  GATTTGGTATGAAAAGAGGAACTCTAAC 

MTLalfa2-F  AACTTCAAATGCAAAATGTAAAACATAC 

MTLalfa2-R  TAAAACATTAAGCATAGAGGACAAAGAA 
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Amplificacion por PCR de los alelos de MTL (A1, A2, α1) en C. albicans 

 Para la reacción de PCR utilizamos el kit iTaq DNA Polymerase 

de BioRad (ref. 170‐8870).  

 La mezcla de reacción esta constituida por iTaq buffer 1x, MgCl2 

1.5 mM, dNTP mix 0.2mM de cada uno, iTaq 1.25 U, primer F 400 nM, 

primer R 400nM y 1 μl del cDNA sintetizado anteriormente.  

La reacción sigue el siguiente programa:  

Deshibridacion: 3 min at 95°C  

Los ciclos de PCR (35 ciclos): 30 sec at 95°C  

30 sec at 55°C  

45 sec at 72°C  

Extension final: 10 min at 72°C  

Finalmente los productos de la PCR se corren en un gel de agarosa al 

1%.  

Los cebadores usados son los que se recogen en la Tabla 8 ( Legrand M, 

et al, 2004). 

  

 

Tabla 8.  Primers utilizados para alelos a y alfa del gen MTL de C. 

albicans 

MTLa2-F   CATGAATTCACATCTGGAGGCAC 

MTLa2-R   ATAGCAAAGCAGCCAACTCAGGT 

MTLalfa1-F   TTCGAGTACATTCTGGTCGCG 

MTLalfa1-R   TGTAAACATCCTCAATTGTACCCGA 

MTLa1-F   TTGAAGCGTGAGAGGCAGGAG 

             MTLa1-R   GTTTGGGTTCCTTCTTTCTCATTC 
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9. MÉTODOS ESTADÍSTICOS 

 

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el paquete 

estadístico SPSS 12.0, utilizando distintos test en función de las 

características de las variables y de la normalidad de las muestras. 

Las comparaciones entre variables cuantitativas, como es el caso 

de las comparaciones de hidrofobicidad de superficie celular en 

distintos medios, comparaciones entre adherencia a materiales 

plásticos a diferentes tiempos, se llevaron a cabo mediante el uso de 

correlaciones utilizando el coeficiente de correlación de Pearson. 

Las comparaciones entre variables cualitativas como es el caso 

del estudio del perfil enzimático y de los factores de riesgo se llevó a 

cabo utilizando tablas de contingencia.  

La comparación entre variables mixtas cualitativas y 

cuantitativas, como es el caso de las comparaciones entre las distintas 

actividades enzimáticas y los factores de patogenicidad estudiados 

previamente, se realizó mediante el uso del test no paramétrico  de 

Wilcoxon de rangos con suma para muestras apareadas, dadas las 

características de la muestra. 
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ESTUDIO:  CANDIDEMIAS 
 

HOJA-1 DATOS PERSONALES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 PACIENTE NÚMERO……………   CEPA NÚMERO……………  

INICIALES apellidos nombre    Edad    Sexo  

 

INGRESO: Fecha   Motivo  

Días de ingreso antes del episodio    Fecha del alta 

Procedencia del Enfermo  

 UCI      Reanimación    Otras UCI…………………………… 

 Cirugía general     Cardiovascular   Otras……………………………………… 

 Oncología    Traumatología   

 Urgencias-medicina interna 

 Otras procedencias ………………………………………… 

 

TIPO DE INFECCIÓN ACTUAL 

 Abdomen……………………………..…………  Cardiovascular …………………………… 

 Cutánea……………………………………………  Digestiva ………………………………………. 

 Genito-urinaria…………………………….   Herida quirúrgica …………………… 

 Infección catéter……………………………  Infección prótesis ………………… 

 ORL……………………………………………………..…  Osteo-articular ………………………… 

 Respiratoria  SIDA ……………………………………………………… 

 SNC………………………………………..……………  Otras  

 No se conoce  

  

SÍNTOMAS:   

Fiebre:  NO 37-38 ºC   38-39 ºC   >39 ºC 

Otros…………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
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HOJA 2- FACTORES DE RIESGO 

ENFERMEDADES SUBYACENTES 

  SIDA     Neoplasias   

  Quemaduras graves   Neoplasias hematológicas 

  Diabetes     Otras enfermedades 

 

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS 

 Trasplante de órgano sólido    

 Cirugía …………………………….………………………………………………………………………….. 

  Estancia anterior en UCI…………………………………………………………………… 

 Neutropenia   

 Otras hemopatías     

  Nutrición parenteral 

   

 BIODISPOSITIVOS  

CATETER:   central venoso    central arterial  

 periférico venoso  periférico arterial   

 tunelizado   

 Intubación ……………………………  Drenajes   Válvulas V/A 

 Sonda nasogástrica    Sonda uretral  

 Prótesis …………………………………   CAPD 

 Otros…………………………………………………… 

 

   TRATAMIENTO O PROFILAXIS PREVIAS   

 Antibiótico ……………………………………………………………………… 

 Antifúngico ……………………………………………………………………… 

  Citostáticos ………………………………………………………………………     

 Corticoterapia…………………………………………………………………… 

 Radioterapia ……………………………………………………………………… 

 

OTRAS CONSIDERACIONES  

 



 
 

 
Material y Métodos 

 

 
 
 

94 



 
 
 

Material y Métodos 

95 

 
 

95 

HOJA 3- DATOS DE LAS CEPAS AISLADAS  
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EVOLUCIÓN 

El informe modificó el diagnóstico: No   No sabe  Sí 

Antifúngico prescrito........................................... 

Evolución microbiológica:  

  Erradicacion    Erradicación+recidiva     Persistencia 

  Nuevas muestras………………………………………………………………………………… 

Evolucion clínica:   

  Curación   Mejoría     Fracaso     No 

determinada  

Otras consideraciones 

.................................................. 

ESTUDIO MUESTRA Nº_    FECHA       Nº CEPA  

FRASCOS DE HEMOCULTIVO ESTUDIADOS  Tomas___ Positivos_____  

ESPECIE AISLADA  

  C. albicans   C. parapsilosis   C. tropicales     
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A- RESULTADOS ETIOEPIDEMIOLÓGICOS 

 

1. Pacientes con candidemia 

 

 Se estudiaron las candidemias en un periodo de dos años 

(Mayo 2007-Mayo 2009) en el hospital Universitario Puerta del 

Mar de Cádiz, un hospital con 772 camas. Definimos un episodio de 

candidemia cuando se aísla Candida spp al menos en una de las 

tomas de hemocultivo. Cuando pasado más de dos semanas en uno 

de estos pacientes teníamos un nuevo aislamiento, se considera una 

nueva cepa, siguiendo el criterio expuesto por Das et al (2011). 

  

 Para la toma de muestra se extraen dos o tres hemocultivos 

por venopunciones diferentes, con un intervalo mínimo entre 15 

minutos y una hora. El volumen de muestra varía en función del 

tipo de vial del hemocultivo empleado. Para neonatos se extrae de 

0,5-1ml; en niños de 1 a 6 años, 1ml/año dividido en los dos frascos 

incubados en aerobiosis y anaerobiosis. En jóvenes 10 ml y en 

adultos un volumen de sangre de 20 ml que se reparte a partes 

iguales en aerobiosis y en anaerobiosis. El frasco aerobio se ventila 

y en el anaerobio se evita la entrada de aire. Los frascos se incuban 

lo antes posible en estufa a 35-37ºC. Nunca se mantienen en nevera. 

Los hemocultivos se procesaron en el sistema Versatrek,  con una 

incubación de 7 días, salvo en los casos que se sospecha 

bacteriemia por microorganismos de difícil crecimiento en los que 

se extendía la incubación hasta 4 semanas.  
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 En los hemocultivos con signos de crecimiento se realiza una 

tinción de Gram de cuyos resultados se informa lo antes posible al 

médico responsable de la asistencia al paciente denominándole 

Informe Previo (IP). También se efectúan subcultivos en distintos 

medios sólidos (Agar Sangre, Agar chocolate y Agar Sabouraud)  

para obtener colonias aisladas y poder así realizar pruebas de 

identificación y sensibilidad. 

 Si existe crecimiento de levaduras, se siembran las colonias 

en CHROMOagar Candida®  y además se realiza una identificación 

bioquímica con ID32C (BioMérieux). Las pruebas de sensibilidad a 

los distintos antifúngicos se hacen con el sistema Sensititre Yeast 

One (YO7). 

  

 Se aisló Candida spp. en los hemocultivos de 52 pacientes. En 

el primer año se aislaron candidas en hemocultivo a partir de 19 

pacientes y en el segundo año aumentaron a 33 los pacientes con 

candidemia (36,5% y 63,5% respectivamente).  

 

  

Pacientes con varios aislamientos de Candida spp. 

 

 Existen pacientes con aislamientos de diferentes cepas. En 

dos pacientes se obtienen dos aislamientos consecutivos, después 

de dos semanas entre uno y otro aislamiento, considerándose cepas 

diferentes y en  un pacientes se obtuvo cultivo mixto de tres 

especies. Se realizó este trabajo por lo tanto con un total de 56 

cepas a partir de 52 pacientes. 

 Los pacientes con más de un aislamiento fueron: 



 
 
 

Resultados 

 

101 
 
 
 

-Paciente 16, con una cepa de C. albicans y después de 2 

semanas se aísla de nuevo C. albicans  

-Paciente 31, con C. parapsilosis y al cabo de 2 semanas se 

vuelva a aislar C. parapsilosis. 

-Paciente 23 con dos cepas diferentes de C. glabrata y C. 

lipolytica. Las dos cepas de C. glabrata con diferentes 

características morfológicas y de sensibilidad, fueron 

enviadas al Instituto Carlos III y se confirmó su 

identificación. 

  

 Una vez aislada la levadura se recogía en fichas, incluidas en 

Material y Métodos, los siguientes datos:  

-Datos epidemiológicos: edad, sexo, procedencia, tipo de 

infección, síntomas, etc 

-Factores de riego: presencia o no de catéter en el momento 

del aislamiento, uso previo de antibióticos, uso de 

corticoides, cirugía previa, enfermedad de base, nacimiento 

prematuro etc.  

-Características de las cepas aisladas, evolución 

microbiológica- erradicación, persistencia- y evolución 

clínica del paciente: curación, mejoría, fracaso.  

   

 

Pacientes con candidemia y con aislamientos simultáneos de 

Candida spp. 

  

En 21 pacientes (40,4%) se aisló la misma levadura 

simultáneamente en otras muestras clínicas.  
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-En 3 pacientes existían aislamientos múltiples, aislándose 

en hemocultivo, catéter y orina: 2 pacientes con C. albicans  y 

uno con C.  glabrata. 

-En 18 pacientes se encontró otro aislamiento con Candida 

spp además del hemocultivo (Tabla 9). El mayor número se 

correspondió con aislamiento simultáneo en catéter (n=8), 

seguido por aislamientos en muestra respiratoria (n=4) y en 

igual número (n=3) en orina y exudados.  

 

  

Pacientes con candidemia y con cultivo mixto bacteriano 

 

 Se obtuvieron 8 hemocultivos (15,4 %, 8/52)  con 

crecimiento de Candida spp. y una bacteria (Tabla 10). Presentaron 

cultivo mixto con bacterias en el hemocultivo las siguientes 

especies de Candida: 

 4 C. tropicalis (4/6 pacientes; 66,7%), falleciendo 3 de ellos. 

 3 C. parapsilosis (3/13 pacientes; 23,1%), falleciendo 2 de ellos. 

 1 C. glabrata (1/7 pacientes; 14,3%), falleciendo dicho paciente. 

 

 Las bacterias aisladas en los cultivos con Candida spp. 

fueron:  

 4 Staphylococcus coagulasa negativa:  

2 Staphylococcus epidermidis.  

1 Staphylococcus haemolyticus.  

1 Staphylococcus hominis-hominis. 

 3 Acinetobacter baumanii. 

 1 Enterococcus faecalis. 
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Tabla 9. Especies con aislados simultáneos en hemocultivo y otra 

localización. 

Especie Catéter Orina Respiratorio Exudados 

C. albicans  3  2 

C. glabrata 2  2  

C. parapsilosis 4    

C. tropicalis 1  1 1 

C. krusei portacath    

Candida sp.   1  

Global 8 3 4 3 

 

 

 

Tabla 10. Pacientes con aislamiento en cultivo mixto de Candida 

spp y bacteria en el hemocultivo. 

Paciente Especie Bacteria Evolución  

22 C. tropicalis Staphylococcus epidermidis Exitus 

39 C. tropicalis Acinetobacter baumanii Exitus 

25 C. tropicalis Acinetobacter baumanii Exitus 

27 C.tropicalis Enterococcus faecalis Mejoría 

28 C. parapsilosis Staphylococcus hominis-hominis Exitus 

38 C. parapsilosis Acinetobacter baumanii Exitus 

5 C. parapsilosis Staphylococcus haemolyticus Mejoría 

43 C. glabrata Staphylococcus epidermidis Exitus 
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 La distribución de las candidemias según los servicios se 

recoge en la Figura 12, siendo Cirugía, UCI y Neonatología los 

servicios con mayor número de aislamientos. En “otros”, con un 

17,30% están los  servicios de Pediatría, Ginecología, Nefrología, 

Digestivo, Cirugía Cardiaca, Neurocirugía, Neumología, Urología y 

Neurología, aislándose un caso en cada servicio. 

 

 De los 52 pacientes con candidemia, 19 eran mujeres y 33 

eran hombres (Figura 13), no encontrándose diferencias 

significativas según sexo (P>0,05).  

 

 La mayoría de los pacientes eran adultos, con un alto 

porcentaje en mayores de 70 años. Al ser un hospital general con 

servicio de pediatría se aislaron 10 casos de candidemia en 

neonatos y 6 en niños (Figura 14). 
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                   Figura 12. Distribución de las candidemias por Servicios. 
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Figura 13. 

Distribución 

según sexo de los 

52 pacientes con 

candidemia. 

 

Figura 14. 

Candidemias por 

grupos de edad: 

Neonato: 0-4 semanas 

Niño: >4 semanas a 

≤14 años  

Adulto: >14 a ≤69 años 
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Pacientes con candidemia fallecidos 

 

 Durante el periodo de estudio fallecieron 16 de los 52 

pacientes con candidemia (30,8%), 8 de ellos mujeres (42,1%; 

8/19) y 8 varones  (24,2%; 8/33).     

En la Figura 15 se recoge el porcentaje de exitus en relación al 

servicio de procedencia de los aislados, encontrando la mayor 

prevalencia en Cirugía General, seguido por la UCI. Neonatología, 

aunque es uno de los Servicios con alta incidencia de candidemia, 

presenta un porcentaje de exitus reducido. 

 

 

 

Figura 15. Porcentaje de exitus en relación al servicio de 

procedencia de las candidemias. 
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 Teniendo en cuenta las especies aisladas en los pacientes 

que fallecen, calculamos el porcentaje respecto al total de 

fallecimientos de pacientes con candidemia (16), así como el 

porcentaje respecto al número de pacientes con aislamiento de esa 

especie (Tabla 11). 

 C. albicans es la especie donde se produce el mayor número 

de fallecimientos (43,7%), siendo la especie mas aislada. 

Analizando los resultados por especies, se observa que C. tropicalis, 

seguida por C. albicans, es la especie con mayor tasa de mortalidad 

respecto a su prevalencia. Los pacientes a los que se les aísla C. 

tropicalis fallecen el 66,6%, siendo el 25 % del total de exitus. Por el 

contrario, C. parapsilosis sensu stricto es la especie con menor 

mortalidad. Estos datos se reflejan en la Figura 16. 

  

 En la Tabla 12 se detalla la patología de base del paciente, 

especie aislada, servicio de procedencia del aislado, edad, sexo y 

tratamiento antifúngico recibido, si existe, en los pacientes que 

fallecieron. Respecto a la edad, uno prematuro, dos menores de 45 

años y 13 > 45 años.  

 Todos habían recibido tratamiento antifúngico. En 3 casos 

se comprobó tras la identificación que no era el adecuado al 

administrar caspofungina en candidemia por C. parapsilosis y 

fluconazol en C. glabrata. 

 

 En la Tabla 13 se recogen las patologías y órganos afectados 

en los 52 pacientes. Los factores de riesgo valorados en el protocolo 

se incluyen en el estudio detallado de cada una de las especies 

aisladas. 
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Tabla 11. Número de pacientes fallecidos en las distintas especies 

aisladas. Porcentaje en relación a las candidemias por esa especie 

(N) y al total de fallecimientos (T=16). 

 

 

 

Figura 16. Porcentajes de pacientes que fallecen respecto a la 

prevalencia de la especie ( fallecidos especie/aislados de esa 

especie) y porcentajes de pacientes que fallecen respecto al total de 

exitus ( fallecidos especie/total de fallecidos).  
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% Exitus según la especie % Total exitus

Candidemias 

(Nº pacientes, N) 

Fallecimientos 

por especie 

n 

Fallecimientos especie/ 

Aislamientos especie 

n/N (%) 

Fallecimientos especie/ 

Total exitus candidemia  

n/T (%) 

C. albicans   (16) 7 7/16  (43,7%) 7/16  (43,7%) 

C. tropicalis (6) 4 4/6    (66,6%) 4/16  (25%) 

C. glabrata (7) 2 2/7    (28,57%) 2/16  (12,5%) 

C. parapsilosis ss (13) 2 2/13  (15,38%) 2/16  (12,5%) 

C. orthopsilosis (6) 1 1/6    (16.6%) 1/16  (6,25%) 

TOTAL  16   
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Tabla 12. Pacientes fallecidos: Patología de base, servicio de 

procedencia, especie aislada, edad, sexo y tratamiento antifúngico 

recibido. 

Paciente/Patología Servicio Especie Edad Sexo Tratamientoa 
8/Neoplasia 
Dolor no controlado 

Paliativos C.albicans 63a Varón FLC con IPb 

11/Descompensación 
diabética. Hemicolectomía 

Cirugía 
General 

C.albicans 44a Varón FLC con IP 

13/Cáncer de Sigma.  
Peritonitis fecaloidea 

Cirugía 
General 

C.albicans 63a Mujer FLC antes de IP 

34/Shock hemorrágico 
hemipericárdico 

UCI C.albicans 71a Varón CAS por IP 

35/Hernia Umbilical,  
infección nosocomial 

Cirugía 
General 

C.albicans 80a Mujer FLC 

37/ ELA, fallo repiratorio M. Interna C.albicans 62a Varón CAS antes de IP 
41/Edema agudo de pulmón  
Fallo renal 

UCI C.albicans 77a Mujer VCR por IP 

22/Prematuro (P)  
Bradicardia, Apnea 

Neonatolog C.tropicalis P Mujer No-exitus 

25/Leucemia Mieloide 
Aguda, Neumonía 
Inmunodeprimida 

UCI C.tropicalis 46a Mujer CAS 

39/Aneurisma aorta 
abdominal 

Cirugía 
vascular 

C.tropicalis 72a Varón No-exitus 

47/Adenocarcinoma vesical, 
cuadro infeccioso 

Cuidados 
paliativos 

C.tropicalis 56a Mujer No tto por no 
posible mejoría 

36/Accid. cerebrovascular  
Craneotomía  

Neuro 
cirugía 

C.glabrata 80a Mujer CAS 

43/Diarrea crónica, NPc 
domiciliaria, muguet. Fiebre, 
trastornos metabólicos 
convulsiones generalizadas 

Digestivo C.glabrata 34a Mujer FLC 
(R intrínseca) 

28/Fístula entérica, 
ileostomía 

Cirugía 
general 

C.parapsil. 63a Varón CAS por IP 

31/Neoplasia 
Resección del colón 

Cirugía 
general 

C.parapsil. 60a Varón FLCCAS 
ABD 

38/Shock hemorrágico, 
Colestomía,  
peritonitis fecaloidea 

Cirugía 
general 

C.orthopsil. 62a Varón FLC por 
Candida en 
esputo 

aABD: anfotericina B; CAS: caspofungina; VCR: voriconazol; FLC: fluconazol.  
bIP: informe previo cuando observamos levaduras en el gram;  
cNP: Nutrición parenteral. 
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Tabla 13. Patologías de los 52 pacientes con candidemia 
1. Neonatología. Prematuro 
2. Neonatología. Prematuro. Bajo peso. Dificultad respiratoria 
3. Cirugía cardiaca (Endocarditis, operación) 
4. Neonatología. Prematuro. Bajo peso 
5. Meningitis bacteriana por K. pneumoniae (catéter IV Cándida) 
6. Operación: neosigma 
7. EPOC 
8. Neoplasia: mesotelioma 
9. Neonatología. Prematuro. CIR severo (crecimiento intrauterino retardado) 
10. Neurología. Previamente estancia en UCI por ACVC 
11. Digestivo (+ operación) 
12. <5. 2 años. Trombosis venosa intracraneal. UCI pediátrica 
13. Diverticulitis colónica perforada. Operación 
14. Hematológico. LMA 
15. Cesárea. Ginecología 
16. CA recto. Operación, resección 
17. <5.Prematuro. Bajo peso procedente de Ceuta 
18. <5. 3 meses. Hidronefrosis bilateral 
19. Shock séptico abdominal 
20. Hematológico. Hipotiroidismo congénito. LMA 
21. Adenoma intestino. Operación 
22. <5. Prematuro 
23. Fibrosis quística del páncreas 
24. <5. Prematuro 
25. LMA  
26. Deterioro cognitivo, demencia senil, Diabetes II 
27. Disnea con somnolencia 
28. Fístula entérica. Operación 
29. Artritis hombro derecho, origen post traumático 
30. <5.Prematuro 
31. Lesión estenosante, sospecha neoplasia. Cirugía 
32. <5. Prematuro 
33. Aneurisma aorto abdominal. Operación 
34. Shock hemorrágico hemopericardico. Operación 
35. Divertículo Zenker. Operación 
36. Hemorragia cerebral. Craneotomía  
37. Disnea + disfagia progresiva 
38. Aneurisma iliaco roto. Operación 
39. Aneurisma aorta abdominal. Operación 
40. Insuficiencia renal severa. 
41. Edema agudo de pulmón (pendiente de intervención para sustitución valvular) 
42. Herida catastrófica pierna derecha. Cirugía 
43. Digestivo. Diarrea crónica, malabsorción 
44. Hemorragia cerebral. 
45. <5. 2 años. Anemia aplásica 
46. Gastrectomía 
47. Cuidados paliativos. Adenocarcinoma vesical. Operada hace años 
48. Esternotomía. Operado anteriormente sustitución válvula aórtica 
49. Onfalocele.Cirugía pediátrica. Resección, anastomosis a nivel de yeyuno 
50. Retención orina. Colocación catéter suprapúbico 
51. <5. Prematuro 
52. Ca colon. Cirugía 
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2. Prevalencia y epidemiología  de las especies 

aisladas  

 

 Todas las especies de Candida spp.  se identificaron con 

medios cromogénicos (Chromagar) y métodos bioquímicos (galería 

ID 32 C de bioMérieux). En el caso de las tres especies de Candida 

grupo-psilosis (C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. methapsilosis) 

hemos utilizado técnicas moleculares ya que los métodos 

convencionales no son suficientes. 

 La especie más frecuentemente aislada en los hemocultivos 

fue C.  albicans seguida por C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis y 

C. orthopsilosis. Se aislaron durante el periodo de estudio 3 cepas de 

C. krusei, dos de ellas de pacientes hematológicos con leucemia 

mieloide aguda (LMA), un aislamiento único de C. lusitaniae y dos 

como Candida spp. En la Tabla 14  se recoge la frecuencia de las 

distintas especies aisladas y en la Figura 17 se representa la 

prevalencia de C. albicans y de las especies de Candida no-albicans. 

 

Tabla 14.  Especies aisladas durante el periodo del estudio  

 

 

 

 

 

 

Especie Total especie Porcentaje 

C. albicans 16 28,6 

C. parapsilosis 14 25,0 

C. glabrata 8 14,3 

C. tropicalis 6 10,7 

C. orthopsilosis 6 10,7 

C. krusei 3 5,4 

Otras 3 5,4 

Total 56 100 
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Figura 17. Prevalencia  de candidemias por C. albicans y Candida 

no-albicans 

 

 Se analizó la distribución de cada una de las especies por 

sexo (Tabla 15), encontrando que C. albicans, C. parapsilosis y C. 

orthopsilosis y C. krusei se aislaron con mayor frecuencia en 

hombres y  C. glabrata se aísla con mayor frecuencia en mujeres, 

aunque no se encuentra significación estadística (P>0.1). 

 

 En la Tabla 16  se distribuyen las cepas según los grupos de 

edad establecidos previamente, detectando que C. albicans se aísla 

fundamentalmente en adultos y C. orthopsilosis en neonatos y niños. 

Al valorar dentro de cada grupo de edad el porcentaje de las 

especies aisladas se confirmó la alta incidencia de C. parapsilosis y C. 

orthopsilosis en neonatos. No hubo ninguna cepa de C. glabrata en 

neonatos mientras que C. albicans se encuentra en mayores de 70 

años como primer aislamiento (Figura 18). En la Figura 19 se 

observa como la mayor incidencia de candidemias ocurre en 

adultos, y el 25%  corresponde a mayores de 70 años. 
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Tabla 16. Especies aisladas según grupos de edad 

considerando neonatos de 0 a 4 semanas; niño de >4 semanas 

a ≤14 años; adulto >14 a ≤69 años. 

Grupos 
edad 

Especies aisladas en los hemocultivos 

Total 

Candida 

albicans 

Candida 

parapsilosis 

Candida 

glabrata 

Candida 

tropicalis 

Candida 

orthopsilosis 

Candida 

krusei Otras 

 Neonato N 1 3 0 1 3 1 1 10 

% 6,3% 23,1% 0% 16,7% 50,0% 33,3% 50,0% 19,2% 

Niño N 2 0 1* 1 1 1 0 6 

% 12,5% ,0% 16,7% 16,7% 16,7% 33,3% ,0% 11,5% 

Adulto N 7 7 3 2 2 1 1 23 

% 43,8% 53,8% 50,0% 33,3% 33,3% 33,3% 50,0% 44,2% 

70+ N 5 3 3 2 0 0 0 13 

% 33,3% 23,1% 42,9% 33,3% ,0% ,0% ,0% 25,0% 

TOTAL         N 16 13 7 6 6 3 2 52 

% 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 

 *aislamiento mixto: 2 cepas de C. glabrata y 1 Candida spp. 
 
 

Tabla 15. Distribución de las especies de Candida por 

sexo  

Especie aislada 
Pacientes    Total 

pacientes 
femenino masculino 

 C. albicans 4 (17,7%) 11 (73,3%) 15 

C. parapsilosis 5 (38,5%) 8 (61,5%) 13 

C. glabrata 5 (71,4%) 2 (28,6%) 7 

C. tropicalis 3 (50,0%) 3 (50,0%) 6 

C. orthopsilosis 1 (16,7%) 5 (83,3%) 6 

C. krusei 1 (33,3%) 2 (66,7%) 3 

Otras 1 (50,0%) 1 (50,0%) 2 

Total pacientes 20 (38,5) 32 (61,5) 52 
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Figura 18. Prevalencia de las distintas especies de Candida por 

grupos de edad 

 

 

 

 

Figura 19. Porcentaje de cada grupo de edad en el total de 
candidemias 
 

 

 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

Neonato Niño Adulto 70+

C.albicans C.parapsilosis C.orthopsilosis C.tropicalis

C.glabrata C.krusei otras

19% 

12% 
44% 

25% 

69% 

Neonato

Niño

Adulto

>70



 
 
 

Resultados 

 

115 
 
 
 

 

2.1 Presencia de factores de riesgo según la especie aislada 

 

 A partir de la ficha realizada a los pacientes con candidemia 

se puede analizar la presencia de factores de riesgo posibles, 

respecto al desarrollo de una candidemia. 

En la Tabla 17 se recogen los diferentes factores de riesgo 

como presencia de catéter, nutrición parenteral, tratamiento con 

corticoides, cirugía previa, tratamiento previo con antibióticos o 

nacimiento prematuro, que encontramos en los pacientes con 

candidemia en relación a la especie aislada. Analizando P-valor de 

los distintos factores de riesgo y las especies aisladas, la presencia 

de catéter es significativa (P=0,005), mientras que con el resto de 

factores no se obtienen valores significativos: Edad (P=0,64); 

Nutrición parenteral (P=0,23); Corticoides (P=0,31) y Cirugía 

previa (P=0,33).         

 

Tabla 17. Factores de riesgo en relación con la especie aislada, 

considerando los porcentajes  dentro de cada especie. Tabla de 

contingencia. 

Especie Catéter 

N (%) 

Nutrición 

parenteral 

N(%) 

Corticoides 

N(%) 

Cirugía 

N(%) 

Antibiótico 

previo 

N(%) 

Nacimiento 

prematuro 

N(%) 

C.albicans 14(93,0) 5 (33,3) 3 (20,0) 7 (46,6) 15 (100) 1 (6,25) 

C.parapsilosis 11(84,6) 6 (46,2) 2 (15,4) 7 (53,8) 13 (100) 3 (23,1) 

C.glabrata 6 (85,7) 5 (71,4) 0 3 (42,8) 7 (100) 0 

C.tropicalis 6 (100) 3 (50,0) 1(16,7) 1 (16,7) 6 (100) 1 (16,7) 

C.orthopsilosis 6 (100) 6 (100) 1 (16,7) 4 (50,0) 6 (100) 3 (50,0) 

C.krusei 1 (33,3) 1(33,3) 2 (66,6) 0 3 (100) 1 (33,3) 

Otras 2 (100) 1(50,0) 0 0 2 (100) 1 (50,0) 

Total 46(88,5) 28(53,8) 9 (17,3) 22(42,3) 52 (100) 10 (19,2) 
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3. Antifúngicos  
 
 Se estudió la sensibilidad a aquellos antifúngicos útiles para 

candidemia como son triazoles, fluconazol, anfotericina B y 

equinocandinas y se valoró la pauta terapéutica realizada. 

 
   

3.1 Sensibilidad a antifúngicos de las especies aisladas 
 
 
 Se valoró la sensibilidad a los antifúngicos de las 56 cepas 

aisladas, aplicando los puntos de corte propuestos por el European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST; Tabla 

18) como del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI; Tabla 

19). Los criterios son mas exigentes en EUCAST que en CLSI. Así 

fluconazol  se considera sensible a concentraciones <8 mg/L con el 

criterio del CLSI, mientras que EUCAST considera sensibles  a 

aquellas cepas que lo son a dosis <4 mg/L. 

 Las cepas estudiadas son en su mayoría sensibles a los 

antifúngicos testados, aunque el número de aislados de algunas 

especies es bajo. En la Tabla 20 se recogen los resultados obtenidos 

indicando el intervalo de la CMI, la CMI 50 y la CMI 90. 

 El 100% de los aislados de C. albicans y C. tropicalis fueron 

sensibles a los antifúngicos.  

 C. parapsilosis tiene una cepa sensible-dosis dependiente a 

fluconazol según EUCAST (4 mg/L).  

 Un alto porcentaje de las cepas de C. glabrata son resistentes 

a fluconazol, con una CMI 50 de 16 mg/L.  

 C. krusei, intrínsecamente resistente a fluconazol, presentó 

valores altos de CMI en las lecturas realizadas a las 24h y 

48h, siendo sensible al resto de antifúngicos testados. 
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        Tabla 18. Puntos de corte según EUCAST, documento Edef 7.2.   

EUCAST Puntos de corte según especies  (mg/L) 

Antifúngico C.albican

s 

  S≤      R> 

C.tropicali

s 

S≤      R> 

C.parapsilosi

s 

S≤      R> 

C.glabrat

a 

S≤      R> 

C.kruse

i 

S≤      

R> 

Caspofungin

a 
Nota* Nota  -               - Nota Nota 

Voriconazol 0.12   0.12 0.12     0.12 0.12      0.12 IE** IE 

Fluconazol 2           4 2            4 2            4 0.002    32 -           - 

Anfotericina 

B 
1           1 1            1 1             1 1          1 1          1 

        *Nota: debido a la variación significativa inter-laboratorio, no se establecen puntos de 
corte   
        **IE, evidencia insuficiente si la especie es  sensible 
 

 

    

  

           Tabla 19. Puntos de corte de los antifúngicos según CLSI. 

     a: no sensible 
     b: C. krusei resistencia intrínseca; C. glabrata con CMI ≤32, puede utilizarse dosis mayor 
     c: No aprobada la interpretación de los datos. 

 
 

 
 

CLSI Intervalos CMI (mg/L) 

ANTIFÚNGICO Sensible 
(S) 

Sensible dosis dependiente  
(SDD) 

Resistente 
(R) 

Caspofungina 
Micafungina 
Anidulofungina 

≤2  >2a 

Voriconazol ≤1 2 ≥4 

Fluconazolb ≤8 16-32 ≥64 

Anfotericina Bc    
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Tabla 20. Sensibilidad de las distintas especies aisladas a 

caspofungina, voriconazol, fluconazol, anfotericina B liposomal, 

valorada por Sensititre YeastOne (CMI en mg/L). 

 
Especies 
 

 
Antifúngico 

 
CMI 

intervalo 

 
CMI 50 

 
CMI 90 

 
% Sensibilidad 

 
C.parapsilosis 

 
CAS 

 
0,06-0,5 

 
0,25 

 
0,5 

 
100% 

(n=14) VOR ≤0,008-0,03 0,008 0,03 100% 

 FLZ 0,125-4,00 1,00 2,00 92,85%*EUCAST  
100% CLSI 

 AMB 0,125-1 1,00 1,00 100% 

      

C.orthopsilosis CAS 0,03-1,00 0,125 0,5 ND  

(n=6) VOR ≤0,008-0,03 0,016 0,03 ND 

 FLZ 0,5-2 0,5 1 ND 

 AMB 0,03-1 0,25 0,5 ND 

      

C.albicans CAS ≤0,008-
0,125 

0,032 0,125 100% 

(n=16) VOR ≤0,008-0,06 ≤0,008 0,03 100% 

 FLZ ≤0,008-2,00 0,25 1,00 100% 

 AMB 0,06-1,00 0,5 1,00 100% 

      

C.glabrata CAS 0,06-0,5 0,06 0,25  

(n=8) VOR 0,008-2,00 0,25 1,00 ND 

 FLZ 1,0-256,0 16 128,0 ND 

 AMB 0,25-2,00 0,5 1,00 100% 

      

C.tropicalis CAS 0,016-0,125 0,03 0,06 100% 

(n=6) VOR 0,016-0,125 0,06 0,06 100% 

 FLZ 0,5-2,00 0,5 2,00 100% 

 AMB 0,5-2,0 1,00 1,00 100% 

      

C.krusei CAS 0,25-1,00 0,125 0,5  

(n=3) VOR ≤0,008-0,06 0,03 0,06 ND 

 FLZ 4-32 32 32 INEFEC 

 AMB 0,125-1 1,00 1,00 100% 

      

Otras CAS 0,032-0,5 0,25 0,5  

(n=3) VOR <0,008-0,06 0,03 0,06  

 FLZ <0,008-2,00 0,06 2,00  

 AMB 0,25-1,00 0,5 0,5  

      

   *Una cepa de C. parapsilosis es sensible-dosis dependiente a fluconazol 
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3.2. Pauta terapéutica antifúngica 

 

 La pauta terapéutica establecida en los 52 pacientes con 

candidemia fue diferente: 

- 5 pacientes no recibieron tratamiento antifúngico al no 

valorarse el aislamiento de Candida en hemocultivo. 

- 3 pacientes fallecieron previo al tratamiento. 

- 13 pacientes murieron una vez empezado el tratamiento, 

a los pocos días. 

- 28 pacientes tuvieron mejoría-curación.  

 En la Tabla 21 se recoge el número de pacientes tratados y el 

antifúngico seleccionado después del Informe Previo (IP) que se 

realizaba al observar levaduras en el hemocultivo. Los datos 

detallados del tratamiento instaurado, así como los cambios 

realizados en el mismo y la evolución de los 52 pacientes se 

recogen en la Tabla 22. 

  

          Tabla 21. Tratamiento instaurado por el Informe Previo (IP). 

Número de Pacientes Tratamiento instaurado 

12 Fluconazol 

 12 Anfotericina B liposomal 

 10 Caspofungina 

 5 Voriconazol 

  2 Anfotericina B + Caspofungina 

 2 Anfotericina B + Fluconazol 

 1 Retiran nutrición parenteral 

 5 No consideran tratamiento 

3 No tratamiento-Exitus 
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Tabla 22. Tratamiento y evolución de los 52 pacientes con 

candidemia. 

1 C. lusitaniae IP:  Anfotericina B liposomal Mejoría  
2 C.orthopsilosis IP:  Anfotericina B liposomal Mejoría 
3 C.parapsilosis IP: Fluconazol Mejoría 
4 C.parapsilosis IP: sigue con Anfotericina B liposomal Mejoría 
5 C.parapsilosis IP: Fluconazol →Caspofungina Mejoría 
6 C.parapsilosis IP: Sigue con fluconazol Mejoría 
7 C.parapsilosis IP: no lo valoran No valoran 
8 C.albicans IP: Fluconazol EXITUS 
9 C.parapsilosis IP: Anfotericina B + fluconazol Mejoría 
10 C.glabrata Previo voriconazol  IP → Caspofungina Mejoría 
11 C.albicans IP: Fluconazol EXITUS 
12 C.tropicalis IP: Anfotericina B+ Caspofungina (persistencia) Mejoría 
13 C.albicans IP: sigue fluconazol EXITUS 
14 C.krusei Previo Anfotericina B, IP: añaden Caspofungina Curación 
15 C.glabrata IP: Voriconazol Curación 
16 C.albicans* IP: 1ºfluconazol: persistencia→ a Caspofungina Erradicación  
17 C.albicans IP: Anfotericina B persistencia añaden Fluconazol  
18 C.albicans IP: sigue con Fluconazol Curación 
19 C.albicans IP: Voriconazol Mejoría 
20 C.krusei IP: Anfotericina B liposomal Mejoría 
21 C.orthopsilosis IP: Fluconazol Mejoría 
22 C.tropicalis IP tarde EXITUS 
23 C.glabrata** IP: sigue con Voriconazol Mejoría 
24 C.orthopsilosis IP: sigue con Anfotericina B liposomal Erradicación 
25 C.tropicalis IP: sigue Caspofungina EXITUS 
26 C.glabrata Previo Fluconazol IP → Caspofungina Mejoría  
27 C.tropicalis IP no valoran Mejoría  
28 C.parapsilosis IP  tarde EXITUS 
29 C.parapsilosis IP: Fluconazol Erradicación 
30 C.orthopsilosis Profilaxis Fluconazo, IP → Anfotericina B liposomal Curación 
31 C.parapsilosis  Fluconazol IP → Caspofungina→ Anfotericina B lipo EXITUS 
32 C.parapsilosis IP: Anfotericina B liposomal Erradicación 
33 C.glabrata IP: Anfotericina B liposomal Erradicación 
34 C.albicans IP: Caspofungina EXITUS 
35 C.albicans IP: Fluconazol dolor fosa iliaca→ Caspofungina EXITUS 
36 C.glabrata IP: Caspofungina No mejoría 
37 C.albicans IP:Caspofungina EXITUS  
38 C.orthopsilosis Previo IP: Fluconazol. No cambio EXITUS 
39 C.tropicalis IP: ya había fallecido EXITUS 
40 C.albicans IP: Voriconazol Erradicación 
41 C.albicans IP: Voriconazol EXITUS 
42 C.parapsilosis IP: Fluconazol Curación 
43 C.glabrata IP: Fluconazol EXITUS 
44 Candida spp. IP: Anfotericina B liposomal Afebril 
45 C.albicans IP: Anfotericina B liposomal Erradicación 
46 C.albicans Previo Fluconazol  Mejoría 
47 C.tropicalis IP: retirada Nutricíon parenteral EXITUS 
48 C.parapsilosis IP: Fluconazol Curación 
49 C.orthopsilosis IP: sigue con Capofungina Curación 
50 C.albicans IP no modificó No valoran 
51 C.krusei IP ya estaba de alta No  valoran 

52 C.parapsilosis IP no lo valoran De alta 

*persistencia 

**C.glabrata + Candida spp.
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B. ESTUDIO DE FACTORES DE PATOGENICIDAD 

 

 Existen pocos trabajos que estudien factores de 

patogenicidad en cepas de Candida aisladas de hemocultivos. 

Nosotros valoraremos la hidrofobicidad de la superficie celular, 

capacidad de adherencia a plástico, capacidad de formación de 

biofilm y actividad enzimática aspartil-proteasa. 

 

1. Hidrofobicidad de la superficie celular 

 

Se valoró la hidrofobicidad de la superficie celular (HSC) de todas 

las especies, incubadas a 37º C en medio RPMI 1640 durante 24 

horas en agitación. Se utilizó el método de adhesión microbiana a 

hidrocarburos (MATH), método bifásico agua-hidrocarburo, 

descrito por Hazen et al (1986). Este método valora la disminución 

de la absorbancia de la fase acuosa, después de agitar una 

suspensión de las levaduras en PBS con xileno (Figura 20).  

  

 Se establecieron los siguientes rangos de HSC: 

  Alta HSC  >50% 

  Media HSC  25-50% 

  Baja HSC  < 25% 
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 Los resultados obtenidos  muestran que la HSC está muy 

relacionada con la especie aislada, aunque dentro de cada especie 

encontramos algunas discrepancias (Tabla 23, Figura 21): 

 C. albicans es la especie mas hidrofílica con un valor 

medio de 15% de HSC.  

 C. orthopsilosis es también una especie hidrofilíca 

aunque con un rango mas amplio (0-50%).    

 C. parapsilosis sensu stricto, C. glabrata y C. krusei son 

especies muy hidrofóbicas.  

 C. tropicalis presenta hidrofobicidad media-alta 

variable entre las cepas.  

 

Excepciones encontradas en C. albicans: 

Paciente 35 (aislado 44) HSC= 25%; adherencia= 0,1;  Biocapa ++ 

Paciente 40 (aislado 49) HSC= 26,5%; adherencia= 1,1;  Biocapa 

+++ 

 

Excepciones encontradas en C. parapsilosis: 

Paciente 3 (aislado 4): HSC=0%; adherencia=0,06; Biocapa 

negativa. 

Paciente 5 (aislado 7): HSC=15,0%; adherencia=0,04; Biocapa  

negativa. 
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Figura 20. HSC por el método MATH en especies de Candida 

grupo-psilosis:  

Tubo p, C. parapsilosis  

Tubo m, C. metapsilosis  

Tubo o, C. orthopsilosis 
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Tabla 23. Porcentaje de HSC de las especies aisladas, indicando el 

número de aislados (N), la media y el intervalo de confianza. 

Especies N % HSC 

media 

Intervalo de confianza 

para la media al 95% 

Min Max 

C.albicans 16 6,8 2,45 11,17 0,0 26,5 

C.parapsilosis 14 77,4 58,1 96,7 0,0 99,0 

C.glabrata 8 69,1 47,24 90,87 27,0 95,5 

C.orthopsilosis 6 29,9 -5,2 55,0 0,0 75,0 

C.tropicalis 6 52,0 37,49 66,53 0,0 81,6 

C.krusei 3 71,6 -14.39 157,73 32,0 96,0 

Otras 3 28,3 -4,13 60,63 7,5 55,0 

 

 

 Figura 21. Valores de HSC (rango y media) de cada una de las 

especies. 
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2. Adherencia a poliestireno 

 

 Se estudia la adherencia a poliestireno en microplaca. Para la 

valoración de la adherencia a plástico utilizamos la técnica de  

Christensen et al (1985), realizando previamente la siguiente 

estandarización de la técnica para levaduras: 

- Valoramos la adherencia en varios tipos de placas y se comprobó 

que las placas Greiner nos ofrecían resultados máximos y 

reproducibles. Todos los experimentos se realizaron al menos por 

triplicado, siendo los resultados superponibles (± 0,001). 

- Para seleccionar el tiempo de incubación óptimo, se realizaron 

incubaciones a distintos tiempos, encontrándose la máxima 

adherencia a las 2 h y se mantenía estable durante 24-48 h.  

- Para seleccionar la densidad adecuada de la suspensión de 

levaduras en PBS, utilizamos diluciones de una cepa adherente y 

observamos que a partir de la dilución con densidad óptica inicial 

de 0,4 la adherencia alcanza el nivel máximo, a partir de la cual se 

mantiene con niveles constantes.  

- La lectura visual diferencia claramente la presencia de levaduras 

adheridas, al apreciar la turbidez del pocillo.  

- La lectura de la turbidez (DO) de las levaduras adheridas se 

realizó en un densitómetro (Microplate Reader, Anthos 2020). El 

rango de las densidades ópticas obtenidas con las distintas cepas 

fluctúa desde 0,02 hasta 0,20. 

- Los resultados que visualmente habíamos considerado negativos 

presentaban una DO < 0,05. Haciendo un estudio estadístico de los 

resultados obtenidos, se confirma el umbral de positividad en 

DO492>0,05. Este dato se correspondía con la media de la 
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absorbancia de todos los resultados negativos (0,03) más tres veces 

la desviación típica (0,01), lo que nos permite asegurar con un 99% 

de confianza que las no adherentes tienen valores inferiores a ese 

umbral. 

 En la Figura 22 se observa la diferente adherencia a plástico 

de las distintas especies y en la Figura 23 se muestra a un aumento 

40x al microscopio óptico las levaduras adheridas.  

 En la Tabla 24 se recogen los datos obtenidos según especie, 

con el rango y la media de los valores obtenidos con todas las cepas. 

La media global de todas las Candida aisladas en nuestro estudio es 

0,0790,026, siendo C. glabrata la especie más adherente seguida 

por C.parapsilosis, C.tropicalis, C. albicans, C. orthopsilosis y C. krusei 

(Figura 24). 

 Se realizó un estudio comparativo entre capacidad 

adherencia  y nivel de HSC de las 56 levaduras aisladas en el 

estudio, encontrando que existe significación estadística (sig 

0,001), r= 0,42, aunque sólo el 17% (r2=0,17) de la adherencia 

queda explicada por la hidrofobicidad (Tabla 25). 

 

 

Figura 22. Adherencia a poliestireno en microplacas Greiner. 
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C. albicans C. tropicalis C. krusei 

   

Figura 23. Capa adherente de diferentes levaduras al microscopio 

(40x). 

  

 

Tabla 24. Capacidad de adherencia a poliestireno de las distintas 

especies aisladas, valorada en densidad óptica (DO). 

Especie 
(Número de cepas) 

Adherencia 
(media DO) 

Intervalo 

C. albicans (N=16) 0,0720,02 0,04-0,10 

C. parapsilosis (N=13) 0,0860,02 0,04-0,12 

C. glabrata (N=8) 0,110,02* 0,08-0,13 

C. tropicalis (N=6) 0,0760,02 0,03-0,10 

C. orthopsilosis (N=6) 0,0670,02 0,04-0,10 

C. krusei (N=3) 0,060,005 0,06-0,07 

Otras (N=4) 0,10,03 0,05-0,14 

TOTAL (N= 56) 0,0790,026 0,03-0,14 
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Figura 24. Valores de adherencia (intervalo y media) de cada una 

de las especies. 

 

 

 

     Tabla 25. Correlación entre HSC y adherencia en las 56 cepas. 

Correlaciones HSC ADH 

HIDROFOBICIDAD 
(HSC) 

Correlación de Pearson 1 ,420** 

Significación (bilateral)  ,001 

N 56 56 

ADHERENCIA 
(ADH) 

Correlación de Pearson ,420** 1 

Significación (bilateral) ,001  
N 56 56 

**La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
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3. Formación de biocapa 

 

 Se estudió la formación de la biocapa de las 56 cepas sobre 

placas de poliestireno, con pequeñas modificaciones de la técnica 

de Hawser et al (1998), descritas por Blanco et al (2006) incubando 

las levaduras en medio RPMI 1640 a 37ºC y en agitación durante 

48h.  Como factor de corrección, a la medida de la densidad óptica 

de la biocapa formada, restamos el valor de la densidad óptica 

obtenida por la adherencia de la cepa. 

  

 Observamos en la Figura 25 la imagen de los pocillos de la 

microplaca con la biocapa adherida y en la Figura 26  la imagen de 

la biocapa de uno de los pocillos en microscopio óptico (40x). 

  

 En la Tabla 26 y Figura 27 recogemos los datos obtenidos 

diferenciando las distintas especies, observando que C. albicans y C. 

tropicalis son los que presentan mayor formación de biofilm y 

también más variabilidad, seguido por C. parapsilosis mientras que 

C. glabrata y C. krusei no forman biofilm.  

  

 En el estudio comparativo realizado entre la capacidad de 

adherencia y formación de biocapa de las 56 levaduras aisladas en 

el estudio no se encontró  significación estadística (P=0,429). 
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Figura 25. Formación de la biocapa en microplaca Greiner de 96  

pocillos. Cada prueba por cuadruplicado. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 26. Biocapa de C. albicans observada al microscopio 

óptico (40x) en el pocillo de la microplaca 

BIOCAPA Candida albicans 
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Tabla 26. Capacidad de formación de biocapa de las distintas 

especies de Candida aisladas de hemocultivos. 

 
Especie (Nº cepas) Biocapa (D.O.) Intervalo 

C.albicans (N=16) 0,630,24 0,20-1,10 

C.parapsilosis (N=14) 0,100,07 0,00-0,20 

C. orthopsilosis (N=9) 0,050,04 0,00-0,10 

C. tropicalis (N=6) 0,290,29 0,00-0,80 

C. glabrata (N=8) 0,000,00 0,00-0,00 

C.krusei (N=3) 0,000,00 0,00-0,00 

Otras (N=5) 0,020,02 0,00-0,05 

TOTAL (N=56) 0,150,09 0,00-1,10 
 

 

 

 

 

 

Figura 27. Valores de la DO de la biocapa formada (intervalo y 

media) de cada una de las especies.  
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4. Producción de aspartil proteasas  

 

 Se estudia la actividad proteolítica en las 56 cepas, 

valorando la actividad de las enzimas aspartil proteasas secretadas 

(Saps) sobre la albúmina del medio YCB-BSA. El estudio total se 

realizó después de 6 días de incubación y posterior tinción con 

negro amido al 1% (Figura 28) ya que según estudio previo fueron 

las condiciones óptimas para la valoración del halo producido.  

Se calculó el Índice Pz según la fórmula de Willianson et al (1986), 

considerando los siguientes niveles: 

  Índice Pz= diámetro colonia/diámetro colonia + halo 

Alto: Pz ≤0,5; Medio: Pz 0,51-0,74; Bajo: Pz ≥0,74; Negativo Pz =1. 

 

 

 

 Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 27. Se 

observa la producción de un doble halo: Uno transparente que 

indica lisis total de la albúmina y a continuación uno opaco formado 

por restos precipitados. Son Saps + C. albicans, C. tropicalis, C. 

parapsilosis y C. orthopsilosis (Figura 29). 

Figura 28. Valoración de la 

actividad aspartil-proteasa en 

medio YCB-BSA. Lectura de los 

halos con tinción negro amido 

(1%) a los 6 días de incubación 

en CO2 en C. albicans (cepa 13) y 

C. parapsilosis (cepa 11).  
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Tabla 27. Actividad aspartil proteasa: Distribución de las especies 

según nivel de actividad y valor medio del índice Pz obtenido a los 6 

días de incubación, comparando los dos halos obtenidos. 

 I Pz - Halo opaco IPz - Halo transparente 

 Alto* Medio Bajo Negativo Alto Medio Bajo Negativo  

C.albicans  (n) 
Media I Pz 

2   13  14 1   

0,9 0,23 0,37  0,09 
C.parapsilosis 

Media I Pz 
13    10 3   

0,22  0,02 0,45  0,05 
C.orthopsilosis 

Media I Pz 
6    1 3 1 1 

0,23  0,02 0,72  0,2 
C.tropicalis 

Media I Pz 
6     6   

0,32  0,04 0,6  0,06 
C.glabrata 

Media I Pz 
3   5     8 

0,720,38 1 
C.krusei 

Media I Pz 
   3    3 

1 1 
Otras 

Media I Pz 
3       3 

0,330,05 1 
TOTAL 
Media I Pz+SD 

33   21 25 13 1 15 
0,540,34 0,650,26 

*Alto: Pz ≤0,5; Medio: Pz 0,51-0,74; Bajo: Pz ≥0,74; Negativo Pz =1. 

 
 

 

Figura 29. Actividad enzimática de las distintas especies de 

Candida según el halo transparente (I Pz). 
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3. ESTUDIO COMPARATIVO POR ESPECIES 

 

 Se realizó en cada especie la valoración de sus datos 

epidemiológicos, el tratamiento antifúngico recibido, la presencia 

de factores de virulencia y su relación con la presencia de los 

mismos en C. albicans. 

 

1. C. albicans 

 

 C. albicans fue la especie predominante. Se aislaron 16 cepas 

a partir de los hemocultivos de 15 pacientes, ya que al paciente 46 

se aísla C. albicans en un segundo hemocultivo, después de dos 

semanas del primer aislamiento, por lo que se considera nueva 

cepa. 

  

 Los datos epidemiológicos de los 15 pacientes con 

candidemia por C. albicans se recogen en la Tabla 28. La media de 

edad de los pacientes a los que le aislamos C. albicans es 

50,8729,27 (rango 0-81). 

 En cuanto al tratamiento recibido fué:  

- Fluconazol, 5 pacientes (8, 11, 13, 18, 46) 

- Voriconazol, 3 pacientes (19, 40, 41) 

- Anfotericina B liposomal, 1 paciente (45) 

- Anfotericina B liposomal + fluconazol, 1 paciente (17) 

- Caspofungina, 2 pacientes (34, 37) 

- Fluconazol con cambio a caspofungina por persistencia, 2 

pacientes (16, 35) 

- No recibe tratamiento 1 paciente (50) 
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Tabla 28. Datos epidemiológicos de los 15 pacientes con 

candidemia por C. albicans. 

 
 

Factores de virulencia de las cepas de C. albicans  

Paciente Sexo, edad, servicio Patología 

8 Varón, 63 años, Paliativos Neoplasia, mesotelioma 

11 Varón, 44 años, Digestivo Hemicolectomía 

13 Mujer, 63 años,  

URP-Post quirúrgica 

Diverticulitis colónica 

perforada 

16 Varón, 62 años, Cirugía general CA recto estadio T3,  

Resección rectosigmoide 

17 Varón, Neonatología Prematuriedad 

18 Varón, 3 meses, lactantes Hidronefrosis bilateral 

19 Varón, 36 años, UCI Parapléjico,  

Shock séptico abdominal 

34 Varón, 71 años, UCI Shock hemorrágico 

35 Mujer, 80 años, Cirugía general  Hernia Umbilical 

37 Varón, 62 años, M. interna ELA.   

Éxitus 

40 Varón, 44 años, Nefrología Insuficiencia renal severa 

41 Mujer, 77 años, UCI Edema agudo de pulmón.  

Éxitus 

45 Varón, 2 años, Lactantes 

(Hematología) 

Anemia aplásica 

46 Varón, 78 años, Cirugía general Gastrectomía 

50 Varón, 81 años, Urología Retención aguda de orina 

tras salida de catéter uretral 
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Las cepas de C. albicans, en las condiciones de nuestro estudio, 

incubación a 37ºC en medio RPMI, presentaron las siguientes 

características: 

Son muy poco hidrofóbicas (media  de 6,8% de HSC), con 

diferencias significativas respecto al resto de las especies aisladas 

(p≤0,05 respecto a todas las especies; p≤0,001 con C. parapsilosis, C. 

glabrata y C. krusei). 

Presentan una adherencia de tipo medio, siendo más adherentes C. 

parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata. Al estudiar como varía la 

adherencia en función de la hidrofobicidad encontramos que en C. 

albicans la significación estadística es P=0,037, existiendo una 

correlación lineal r=0,52 (Correlación de Pearson), aunque sólo el 

27% de la variabilidad de la adherencia queda explicada por la 

hidrofobicidad (r2 =0,27) (Figura 30). 

 

 

 

Figura 30. Correlación entre capacidad de adherencia e HSC en las 

cepas de C. albicans 
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del resto de las especies. En la Figura 31 se observa la formación de 

una biocapa con presencia de levaduras y filamentos.  

 

 
  
 

 Así mismo las cepas de C. albicans presentan buena actividad 

proteolítica aspartil proteasa Saps, siendo la especie que presenta 

mayor actividad. El 93,3% tiene un índice de actividad alto (Pz 

≤0,5) con una media de índice Pz= 0,37 0,09. En la Figura 32 se 

puede apreciar el doble halo detectado. 

 

 

 

Figura 32. Actividad Saps 

en dos cepas de C. albicans 

y C. parapsilosis, en medio 

YCB-BSA teñido con negro 

amido al 1% 

Figura 31. Biocapa de C. 

albicans ATCC 10231 en 

microplaca, al microscopio 

óptico 40x 
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 Se estudió la composición del locus MTL a las 16 cepas de C. 

albicans aisladas de hemocultivos y a la cepa de colección C. 

albicans ATCC 10231.  

 La cepa 13 fué la única cepa homocigota MTL alfa/alfa 

(Figura 33). Se estudiaron por PCR, utilizando los primers que se 

detallan en la Tabla 29 para A1, alfa1 y alfa2.  

 Se observa una doble banda en la fracción A1 (Figura 33), 

que al ser secuenciada, se identificaron ambas bandas como A1. 

Para mayor seguridad se repite la PCR utilizando otros primers 

(Tabla 30), repitiéndose el resultado obtenido (Figura 34). No se 

produce la doble banda antes observada. Se confirman los 

siguientes resultados: 

 La mayoría de las cepas (15 de 16), incluída C. albicans ATCC 

10231 son heterocigotas (MTL a/alfa).  

 Ninguna es homocigota MTL a/a. 

 Se encuentra una cepa de las 16 (6,25%) homocigota en el 

locus MTL, la cepa C. albicans-13, presentando MTL alfa/alfa.  

 

 La cepa homocigota reúne la siguientes características:  

- sensible a los antifúngicos, con CMI a fluconazol de 2 

mg/L 

- es hidrofílica (0%) y poco adherente (DO adherida=0,05) 

- no formadora de biocapa ni a las 24 h (DO biocapa= 0,06) 

ni a las 96 h de incubación (DO biocapa= 0,05). 
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Figura 33. Estudio del locus MTL en C. albicans, A1, alfa2 y alfa1. La 

cepa 13 es homocigota MTL alfa/alfa.  

 

 

Figura 34. Repetición de la PCR con nuevos primers para confirmar 

la banda A1 del locus MTL en la cepa 13 de C. albicans.  
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Tabla 29. Primers utilizados para el genotipado de MTL en C. 

albicans 

A1-F 5’-TTGAAGCGTGAGAGGCAGGAG-3’ 

A1-R 5’-GATTAGGCTGTTTGTTCTTCTCG-3’ 

alfa 1-R TGTAAACATCCTCAATTGTACCCGA 

alfa 1-F TTGAAGCGTGAGAGGCAGGAG 

alpha2-F 5’-CATGAATTCACATCTGGAGGCAC-3’ 

alpha2-R 5’-AAGCAGCCAACTCAGGTGAC-3’ 

 

 

 

 

Tabla 30. Primers utilizados en la la PCR para comprobación 

de A1-MTL genotipado  

A1-F 5’- CATACCCAAACTCTTATTTGGG-3’ 

A1-R 5’-CACCTTCAACCTCCTCGTT TTTTCC-3’ 
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2. C. parapsilosis complex 

 

 Se aislaron 19 cepas de Candida pertenecientes al grupo -

psilosis a partir de los hemocultivos de 19 pacientes, siendo 

identificadas 13  cepas como C. parapsilosis sensu stricto y 6 cepas 

como C. orthopsilosis. En uno de los casos de fungemia por C. 

orthopsilosis, se obtuvo idéntico aislamiento al repetir el 

hemocultivo después de una semana de finalizar el tratamiento. No 

se encontró ningún aislado clínico de C. methapsilosis. 

 La suma de las candidemias por ambas especies superó al de 

pacientes con C. albicans que fueron 15 pacientes, siendo C. 

parapsilosis sensu stricto la segunda especie mas frecuente, 

responsable del 25% de las candidemias y C. orthopsilosis del 11,5% 

de las mismas. 

 Las 19 cepas habían sido previamente identificadas como C. 

parapsilosis, y se identificaron las nuevas especies por 

secuenciación mediante los iniciadores universales ITS-1/ITS-4, 

según la base de datos de secuencia genética (GenBank ®, NIH 

genetic sequence database), colección que contiene las secuencias 

de DNA disponibles (Figura 35).   

  

 

Figura 35. Fragmentos ITS identificativos de C. orthopsilosis. 
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 Los datos epidemiológicos y de factores de riesgo de los 

pacientes con candidemia por Candida grupo psilosis respecto a C. 

albicans se recogen en la Tabla 31, no encontrándose diferencias 

significativas en ninguno de ellos. 

 Se incluyeron en el estudio las cepas patrón C parapsilosis ss 

CECT 22019, C. orthopsilosis CECT 13011 y C. metapsilosis CECT 

13010. 

 

 Los factores de riesgo estudiados comparativamente en los 

pacientes con candidemia con las nuevas especies C. parapsilosis 

sensu stricto y C. orthopsilosis, se recogen en la Tabla 32.  

  Se encuentran diferencias significativas (p=0,02) en la 

presencia de nutrición parenteral, utilizada en el 46,2% de los 

pacientes con C. parapsilosis sensu stricto, mientras que en C. 

orthopsilosis alcanzan al 100%. La incidencia fue superior en 

neonatos, en el porcentaje de aislamientos de C. orthopsilosis, 

aunque quizás debido al tamaño de la muestra no resultó 

significativo. 

 

 Los resultados de sensibilidad a antifúngicos muestran que, 

tanto C. parapsilosis sensu stricto como C. orthopsilosis, eran 

sensibles a anfotericina B, caspofungina, fluconazol y voriconazol, 

observándose un ligero desplazamientto de la CMIs en C. 

orthopsilosis siendo más resistente a voriconazol y mas sensible a 

caspofungina. 
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Tabla 31. Datos epidemiológicos de los pacientes con candidemia 

por Candida grupo -psilosis y candidemia por C. albicans. 

 

PACIENTES 

C. – psilosis 

N=19 

C. albicans 

N=15 

P-valor 

Sexo femenino 6    (31,6%) 3 (20,0%) 0,44 
Catéter 17  (89,5%) 15(100%) 0,19 
Nutrición parenteral 12  (63,2%) 6 (40,0%) 0,18 
Corticoides 3    (15,8%) 3 (20,0%) 0,75 
Cirugía 10  (52,6%) 8 (53,3%) 0,96 
Uso previo de antibiótico 19  (100 %) 15(100%)  
Edad   0,23 

Neonato 6    (31,7%) 1 (6,7%)  
Niño 1   (5,3%) 2 (13,3%)  

Adulto 9   (47,4%) 7 (46,7%)  
70+ 3   (15,8%) 5 (33,3%)  

 

 

 
 
Tabla 32. Factores de riesgo en los pacientes con candidemia por C. 

parapsilosis sensu stricto y C. orthopsilosis. 

 

 
PACIENTES 

C.parapsilosis ss 

N=13 

C.orthopsilosis 

N=6 

P-valor 

Catéter 11 (84,6%) 6 (100%) 0,31 

Nutrición parenteral 6 (46,2%) 6 (100%) 0,02* 

Corticoides 2 (15,4%) 1 (16,7%) 0,94 

Cirugía 7 (53,8%) 4 (50,0%) 0,87 

Antibiótico previo 13 (100%) 6 (100%)  

Prematuro 3 (23,07%) 3 (50,0%) 0,18 

*Significativo
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 Al valorar la hidrofobicidad de la superficie celular (HSC) 

de C. parapsilosis sensu stricto y C. orthopsilosis se observaron 

diferencias significativas (P=0,03) en la HSC de ambas especies 

(Figura 36): 

 Las 13 cepas de C. parapsilosis siempre presentaban altos 

porcentajes de HSC (mediana 90%)  

 Las 6 cepas de C. orthopsilosis presentaban 

significativamente (P<0,005) niveles bajos/medios de HSC 

(mediana 25%). 

 Solo se valoró la cepa de colección de C. metapsilosis al no 

existir ningún aislado clínico, siendo un cepa muy 

hidrofóbica (85%). 

 

    

 

Figura 36. Mediana del porcentaje de HSC de 13 cepas de C. 

parapsilosis sensu stricto y 6 cepas de C. orthopsilosis.
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 En la capacidad de adherencia, no existen diferencias entre 

las especies de Candida del grupo psilosis, siendo todas adherentes, 

excepto la cepa de C. parapsilosis sensu stricto del paciente 5 y la 

cepa de C. orthopsilosis del paciente 30 que no son adherentes 

(DO<0,05), coincidiendo en ambas una HSC baja/nula.  

 

 La formación de biocapa presenta diferencias entre las 

especies:  

 las cepas de C. parapsilosis sensu stricto son en general 

formadoras de biocapa  (11 cepas productoras de biofilm y 

dos no productoras) 

 las cepas de C. orthopsilosis son en general nada o poco 

formadoras de biocapa, siendo solo una cepa muy 

productora. 

 

En la Tabla 33 se recogen los resultados de HSC, adherencia y 

formación de biocapa de los aislados clínicos de C. parapsilosis 

sensu strictu y en la Tabla 34 los resultados de C. orthopsilosis. La 

cepa patrón de C. metapsilosis es muy adherente con una DO de 

0,11. 
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Tabla 33. Aislados clínicos de C. parapsilosis sensu strictu. 

Valoración de la hidrofobicidad, adherencia y formación de biocapa. 

Candida parapsilosis sensu stricto 

Paciente Hidrofobicidad Adherencia Biocapa 

3 2,5 0,06 0,03 

4 90 0,08 0,14 

5 15 0,04 0,00 

6 96 0,09 0,12 

7 90 0,08 0,05 

9 95 0,12 0,12 

28 93 0,09 0,1 

29 92 0,10 0,1 

31 90 0,10 0,1 

32 95 0,11 0,2 

42 73,5 0,07 0 

48 99 0,08 0,2 

52 78 0,09 0,2 

GLOBAL 72,03+35,49 0,085+0,02 0,105+0,7 

 

 

Tabla 34. Aislados clínicos de C. orthopsilosis. Valoración de 

la hidrofobicidad, adherencia y formación de biocapa. 

Candida orthopsilosis 

Paciente Hidrofobicidad Adherencia Biocapa 

2 5 0,05 0,01 

21 55 0,07 0,03 

24 25 0,10 0,10 

30 0 0,04 0 

38 0 0,05 0,05 

49 64,5 0,09 0,1 

GLOBAL 31,056+31,33 0,07+0,02 0,048+0,04 
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 Se estudió la variación de la adherencia en función de la 

hidrofobicidad (Figura 37): 

- En C.  parapsilosis la significación estadística es 0,001; tiene 

una correlación de Pearson r=0,77 y obtenemos que el 70% de 

la variabilidad de la adherencia queda explicada por la 

hidrofobicidad (r2 =0,7). 

- En C. orthopsilosis la significación estadística no es muy alta, 

es 0,12; tiene una correlación de Pearson r=0,70, y obtenemos 

que el 49% de la variabilidad de la adherencia queda explicada 

por la hidrofobicidad (r2 =0,49). 

 

  

Figura 37. Relación entre adherencia (DO, eje de las x) y porcentaje 

de HSC (eje de las y). 

 

 La morfología de las levaduras y las colonias en agar 

Sabouraud también presentan diferencias, aunque no de manera 

suficiente para ser utilizada en la diferenciación de especies:  

    C. orthopsilosis levaduras redondeadas, colonias cremosas  

    C. metapsilosis levaduras alargadas, colonias cremosas 

    C. parapsilosis ss levaduras alargadas, colonias rugosas, en flor 
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 Valoramos la actividad enzimática de C. parapsilosis sensu 

stricto y C. orthopsilosis tanto la actividad hemolítica como 

aspartilproteasa (Tabla 35), buscando detectar diferencias que 

permitieran su identificación. 

 La actividad hemolítica, en agar Sabouraud dextrosa con 

sangre de carnero al 7% se estudió en las cepas patrón y en  los 

aislados clínicos (Figura 38). La lectura a los 6 días ofrece mejores 

resultados que a las 48 h.    

Existen diferencias a los 6 días de incubación, entre la actividad 

hemolítica de las dos especies pero no fueron significativas.  

 El 75% de las cepas de C. parapsilosis sensu stricto eran 

hemolíticas, presentando una morfología característica en 

flor y una hemólisis tipo alfa  

 El 55,6% de las cepas de C. orthopsilosis presentaban 

hemólisis generalmente alfa aunque la cepa patrón daba 

hemólisis beta. 

 

 

                                                      

 

    A            B  

Figura 38. Actividad hemolítica de C. orthopsilosis (2) y C. 

parapsilosis sensu stricto (3) en incubación aeróbica (A) y en 

atmósfera de CO2 (B). 
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 La actividad aspartil proteasa, valorada en medio con 

albúmina como única fuente de carbono (Figura 39), ofreció los 

resultados que se recogen en la Tabla 35. Ambas especies poseen 

actividad aspartil proteasa, presentando mayor actividad C. 

parapsilosis sensu stricto, tanto a las 48 h de incubación como a los 

6 días, aunque no de manera significativa.  A los 6 días de 

incubación el halo transparente aparece en las 13 cepas de C. 

parapsilosis sensu stricto, 10 cepas con índice Pz alto y 3 con grado 

medio, mientras que en C. orthopsilosis solo una cepa es de nivel 

alto y 5 cepas producen actividad media. 

 

 

 

Figura 39. Actividad aspartil proteasa de C. orthopsilosis y C. 

parapsilosis sensu stricto en YCB-BSA, teñida con negro amido. 
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Tabla 35. Actividad enzimática de C. orthopsilosis y C. parapsilosis 

sensu stricto. Número de aislados distribuidos según Índice Pz a las 

48 h y a los 6 días de incubación. 

 *Alto: Pz ≤0,5; Medio: Pz 0,51-0,6; Bajo: Pz ≥0,61; Negativo Pz=1  

 

 
Hemolítica 

 
Especie  

Actividad enzimática según I Pz 
 

Alta Media Baja/Nula 

 
48 h 

 

 
C.orthopsilosis (n=9) 
 

 
0 

 
3 (33,3%) 

 
6 (66,7%) 

 
C.parapsilosis (n=16) 
 

 
0 

 
5 (31,25%) 

 
11 (68,75) 

 
6 días 

 

 
C.orthopsilosis (n=9) 
 

 
0 

 
5 (55,6%) 

 
4 (44,4%) 

 
C.parapsilosis (n=16) 

 
0 

 
12 (75%) 

 
4 (25%) 

 
Saps 

 
Especie 

Actividad enzimática según I Pz 
 

Alta  Media Baja/Nula 

 
48 h 

 

C.orthopsilosis (n=7) 
Halo opaco 

Halo transparente 
 

 
- 
- 

 
3 
- 

 
4 
7 
 

C.parapsilosis (n=13) 
Halo opaco 

Halo transparente 
 

 
1 
- 

 
9 
2 

 
2 

10 

 
6 días 

 

C.orthopsilosis (n=7) 
Halo opaco 

Halo transparente 
 

 
7 
1 

 
- 
5 

 
- 
1 

C.parapsilosis (n=13) 
Halo opaco 

Halo transparente 
 

 
13 
10 

 
- 
3 

 
- 
- 
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3. C. tropicalis 

 

 Se aislaron 6 cepas de C. tropicalis a partir de los 

hemocultivos realizados. En la Tabla 36 se recogen los datos 

epidemiólogicos de las cepas aisladas y en la Tabla 37 los factores 

de riesgo asociados comparativamente con C. albicans. 

 C. tropicalis es una especie emergente y existe poca 

información sobre sus determinantes de patogenicidad.  

 La mayoría de las cepas presentaban capacidad de 

filamentación, en mayor o menor grado (Figura 40) 

 Las cepas de C. tropicalis presentan HSC media-alta. Al 

observar el crecimiento en RPMI 1640, se detecta un crecimiento 

por las paredes, característico de las cepas hidrofóbicas (Figura 41). 

 Todas las cepas eran adherentes, excepto la cepa patrón 

(Figura 42). Al estudiar como varía la adherencia en función de la 

hidrofobicidad no encontramos en C. tropicalis significación 

estadística (P= 0,5). 

 Todas las cepas de C. tropicalis fueron formadoras de 

biocapa, siendo 3 cepas altamente productoras (cepas 34, 36 y 56) 

y 3 cepas (cepas 15, 29 y 48) y la cepa patrón CECT 1688 poco 

productoras.  

 Se valoró su actividad enzimática aspartil-proteasa, 

situándose como la tercera especie con actividad Saps (0,6+0,06), 

detrás de C. parapsilosis (0,45+0,05) y C. albicans (0,37+0,09), que 

fue la máxima productora. 
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Tabla 36. Datos epidemiológicos de los pacientes con candidemia 

por C.  tropicalis. 

Paciente 
(Cepa) 

Sexo, edad, 
Servicio 

Patología Evolución 

12 (15) 
Varón, 2 años, 
UCI pediátrica 

Trombosis venosa 
intracraneal 

 

22 (29) 
Prematura 
Neonatología 

Bradicardia, Apnea, Mala 
perfusión  

Exitus 

25 (34) 
Mujer, 46 años, 
Hematología 

LMA, Neumonía en 
inmunodeprimida  

Exitus 

27 (36) 
Varón, 87 años, 
Neumología 

Fiebre y disnea con 
somnolencia 

Mejoría 

39 (48) 
Varón, 72 años 
Cirugía 
vascular 

Aneurisma aorto abdominal  Exitus 

47 (56) 
Mujer, 56 años, 
paliativos 

Adenocarcinoma intestinal  Exitus 

 
 
 
Tabla 37. Factores de riesgo en los pacientes con candidemia por C. 

tropicalis, comparativamente con C. albicans. 

 
 

 

C. tropicalis 
 

 

C. albicans 
 

P valor 

Pacientes 6 15  
Sexo femenino 3 (50%) 3 (20, 0%) 0,17 
Catéter 6 (100%) 15(100%)  
Nutrición parenteral 3 (50%) 6 (40%) 0,67 
Corticoides 1 (16, 7%) 3 (20%) 0,86 
Cirugía 1(16, 7%) 8 (53, 3%) 0,12 
Uso previo de 
antibiótico 

6(100%) 15(100%)  

Edad   0,88 
Neonato 1 (16, 7%) 1 (6, 7%)  

Niño 1(16, 7%) 2 (13, 3%)  
Adulto 2(33, 3%) 7 (46, 7%)  

70+ 2(33, 3%) 5 (33, 3%)  
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Figura 41.  

Crecimiento característico 

de dos cepas hidrofóbicas 

de C. tropicalis  en RPMI 

1640  

Figura 40.  

Capacidad de 

filamentación de C. 

tropicalis. Foto del 

borde de una colonia 

en YCB-BSA (40x) 

Figura 42.  

C. tropicalis adherida 

a microplaca (40x) 
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Se estudió la expresión del gen ALS1 en células 

planctónicas y sesiles, dando lugar a la adhesina ALS1 (Agglutinin-

like protein 1). Los resultados de la expresión del gen ALS1 los 

analizamos mediante cuantificación relativa de la adhesina ALS1, 

utilizando como housekeeping actina-1 y 18 s, obteniendo así la 

magnitud de los cambios fisiológicos en los niveles de expresión del 

gen ALS1 en biofilm respecto a su expresión en  plactónicas según 

la fórmula: 

Ratio= 2- [ΔCtbioflm-ΔCtplanctónicas] 

 Encontramos que ALS1 se expresa 3,12 veces más en las 

células del biofilm que en células planctónicas (Tabla 38, Figura 

43).  No existe diferencias significativas entre la expresión del gen 

ALS1 y las cepas poco productoras o muy productoras de biofilm, 

representandas en diferente color en la Figura 44. 

 

Tabla 38. Cuantificación relativa de la adhesina ALS1  en las cepas 

de C.tropicalis creciendo en biofilm respecto a las células 

planctónicas. 

            Cepa    ALS1    Biofilm (DO) 

C.tropicalis    34               2,23   0,8 

C.tropicalis   36               4,16   0,38 

C.tropicalis   56               3,60   0,3 

C.tropicalis     15    3,11   0,12 

C.tropicalis   29               3,41   0,14 

C.tropicalis   48               0,57   0,11 

C.tropicalis  CECT1688  4,74   0,07 

 Media            3,12  + 1,37 
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Figura 43. Expresión del gen ALS1 en células del biofilm de C. 

tropicalis en relación a la expresión en planctónicas. Cepas 34, 36 y 

56 son muy productoras de biofilm. 

 

 

 

Figura 44. Proporción de cepas de C. tropicalis muy productoras 

(rojo) y poco productoras (azul) de biofilm.  
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 Se estudió en las cepas de C. tropicalis la configuración del 

gen MTL por PCR, utilizando los primers específicos que se 

describen en Material y Métodos MTLa2 y MTLalfa2, descritos por 

Porman et al (2011).  

 Se encontró 1 aislado (cepa 36) homocigota siendo MTLa.  

 Ningún aislado homocigota para MTLalfa 

 El resto de cepas eran heterocigotas, MTLa/alfa, incluidas las 

cepas patrón CECT 1688 y CECT 1440 y una cepa control 

405, como podemos observar en la Figura 45.  

 En la Tabla 39 se recogen los datos obtenidos en factores de 

virulencia en relación con la composición del locus MTL. La cepa 

homocigota está en el rango inferior de HSC y con adherencia 

similar al resto de las cepas, aunque presentaba gran capacidad de 

filamentación y de formación de biocapa (Figura 46).  

 

Tabla 39. HSC, adherencia, biocapa y actividad Saps de las cepas de 

C. tropicalis aisladas, en las cepas heterocigotas, homocigota y en 

los controles. 

PACIENTE 
(CEPA)  

MTL HSC      
% 

Adherencia        
DO 

Biofilm       
DO 

Saps  
IndicePz 

12 (15-16) a/alfa 50 0,06 0,12 Medio 
22 (29) a/alfa 40 0,06 0,14 Medio 
25 (34) a/alfa 63 0,06 0,8 Medio 
39 (48) a/alfa 47,5 0,10 0,11 Medio 
47 (56) a/alfa 82 0,10 0,3 Medio 
TOTAL (5) 
Heterocigotas 

 56,5 0,076 0,29  

27 (36) a 35 0,08 0,38 Medio 
TOTAL 
AISLADOS 

 5237,5 0,0760,02 0,260,29 0,6 + 0,06 

RANGO   35-82 0,06-0,10 0,11-0,8  
CECT 1440  0 0,03 0,06  
CECT 1688 a/alfa 13 0,04 0,07  
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Figura 45. Resultados del estudio del locus MTL de las cepas de C. tropicalis. 
Todas las cepas eran heterocigotas con MTL a/alfa excepto la cepa 36 que es 
homozigota MTL a.  
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     Adherencia 

      Biocapa (40x) 

Figura 46. C. tropicalis homozigota MTLa (cepa 36). Adherencia y 

formación de biocapa en pocillo de placa de poliestireno.
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4. C. glabrata 

 

 Se aislaron 8 cepas de C. glabrata en los hemocultivos, de 

siete pacientes diferentes, aislándose del paciente 23 en dos 

ocasiones C. glabrata, que se incluyó como nueva cepa al existir al 

menos una semana de diferencia entre ambos aislados.  

 En la Tabla 40 se describen las características de los 

pacientes y la patología asociada. La edad media de los pacientes 

con aislamiento de C. glabrata en nuestro estudio es de 53,728,1, 

encontrándose significativamente con mayor frecuencia en mujeres 

(71,4% mujeres vs. 28,6% varones, P=0,02). 

 En la tabla 41 se recogen los factores de riesgo 

comparativamente con C. albicans. Solo se encuentra diferencia 

significativa respecto al sexo femenino (P=0,02),  la existencia de 

catéter y el uso previo de antibióticos alcanza en ambos casos el 

100% de los pacientes. 

 

 C. glabrata es la especie que presenta las concentraciones 

mínimas inhibitorias (CMI) más altas frente a posaconazol (CMI50 

≥ 0,5 mg/l y CMI90 ≥ 1 mg/l) y un alto porcentaje de cepas con 

resistencia a fluconazol (CMI50 de 16mg/L).  

Recibieron tratamiento antifúngico con la siguiente pauta:  

- 3 pacientes reciben caspofungina 

- 2 pacientes, voriconazol  

- Un paciente, anfotericina B liposomal   

- Un paciente recibe fluconazol siendo resistente al mismo 

(paciente 43, con CMI 32 mg/L).  
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Tabla 40. Datos epidemiológicos de los pacientes con candidemia 

por C. glabrata. 

Paciente 
(Cepa) 

Sexo, edad,  
servicio 

Patología 

10(12) Varón, 71 años 
Neurología 

ACVC. Ingreso previo en UCI 

15(20) Mujer, 30 años 
Ginecología 

Cesarea y pasan a estudio en hematología 
por hematoma en recto 

23(30, 31) Varón, 12 años 
UCI pediátrica 

FQ páncreas, desnutrición severa, 
insuficiencia renal 

26(35) Mujer, 86 años 
Medicina interna 

Neo vesical, deterioro estado general, 
demencia senil 

33(42) Mujer, 65 años 
Cirugía vascular 

Aneurisma aorto-abdominal. Quirófano 

36(45) Mujer, 80 años 
UCI 

ACVA. Craneotomía 

43(52) Mujer, 32 años 
Digestivo 

Diarrea crónica, mala-absorción.  
Exitus 

 
 
 
 
Tabla 41. Estudio comparativo de los factores de riesgo de C. 

glabrata con C. albicans. 

 
Pacientes 

C. glabrata 
N=7 

C. albicans 
N=15 

P valor 
 

Sexo femenino 5 (71,4%) 3 (20,0%) 0,02 
Catéter 7 (100,0%) 15(100%)  
Nutrición parenteral 5 (71,4%) 6 (40,0%) 0,17 
Corticoides 0 3 (20,0%) 0,20 
Cirugía 3(42,9%) 8 (53,3%) 0,64 
Uso previo de 
antibiótico 

7 (100%) 15(100%)  

Edad   0,89 
Neonato 0 1 (6,7%)  

Niño 1(14,3%) 2 (13,3%)  
Adulto 3 (42,9%) 7 (46,7%)  

70+ 3(42,9%) 5 (33,3%)  
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 La especie C. glabrata es muy hidrofóbica (27-95,5% HSC), 

siendo la especie que presenta mayor capacidad de adherencia 

(DO 0,08-0,13). Al estudiar como varía la adherencia en función de 

la hidrofobicidad no encontramos significación estadística 

(P=0,98), no existe aleatoriedad en la variable. 

 

 El resto de factores de virulencia están ausentes en C. 

glabrata. 

- No es formadora de biocapa, manteniendo una única monocapa 

adherida, al incubarse en RPMI para la formación del biofilm.  

- Son muy poco proteolíticas (Figura 47). No producen halo 

transparente a los 6 días de incubación y solo en 3 cepas se detecta 

halo de precipitación. 

 

 

 

Figura 47. Actividad Saps en C. glabrata (cepa 20) y C. albicans 

(cepa 21), en medio YCB-BSA teñido con negro amido al 1%. 
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5. C. krusei 

 

 Se aislaron 3 cepas de C. krusei, dos en pacientes 

hematológicos y una cepa en un neonato. En la Tabla 42 se recogen 

los datos epidemiológicos y factores de riesgo. 

Las características de los pacientes con C. krusei fueron:  

 Neonato prematuro de 34 semanas al que no se trató  

 Niño (12 años) con hipotiroidismo congénito, leucemia 

aguda  

 Adulto (52 años) con leucemia aguda. 

 

 La sensibilidad a los antifúngicos de las cepas coincide con el 

patrón de resistencia de la especie, detectándose resistencia a 

fluconazol con CMI de 32 mg/L en las 3 cepas, una cepa con CMI de 

0,5 mg/L a itraconazol, mientras que voriconazol y posaconazol 

presentan buena actividad (Tabla 43).  

 

 En cuanto a los factores de virulencia, las cepas cultivadas en 

RPMI 1640, presentaron altos niveles de HSC y eran adherentes a 

plástico, aunque en bajo grado; la formación de biocapa fue 

negativa al presentar una DO similar a la obtenida en la valoración 

de la adherencia (Tabla 43).  
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Tabla 42. Características y factores de riesgo de los pacientes con 

C. krusei aislada de hemocultivos.  

Pacientes  Diagnóstico Factores de 
riesgo 

ANTIFUNGICOS* 
 

Profilaxis Tratamiento 

Evolución 

N (cepa) Edad Sexo 

14(18) 52 V Leucemia 
aguda 

Neutropenia 
Corticoides 
ATB-AE**  

No AMF-BL  
CASPO 

Curación 

26(26) 12 M Leucemia 
aguda 

Neutropenia 
Catéter 
ATB-AE 

No AMF-BL Curación 

51(60) RN V Prematuro 
 

Neutropenia 
Catéter 
ATB-AE 

No No Curación 

*AMF-BL, anfotericina B liposomial; 5-FLC, 5-flucitosina; FCZ, fluconazol; VCZ, 
voriconazol; PCS, posaconazol; CASPO, caspofungina. 

    **ATB-AE: antibiótico amplio espectro 

 
 
 
 

Tabla 43. Sensibilidad a antifúngicos y determinantes de 

patogenicidad de las cepas de C. krusei aisladas.  

SENSIBILIDAD A ANTIFÚNGICOS (CMI en mg/L). 
  

Cepa AMF-BL* 5-FLC FCZ KTZ ITCZ VCZ PCZ CASPO 

18 2 16 32 0,25 0,25 0,125 0,125 0,25 
26 2 4 32 1 0,5 0,125 0,125 0,25 
60 0,5 2 32 0,125 0,25 0,25 0,25 0,25 
 
DETERMINANTES DE PATOGENICIDAD 
 

Cepa Hidrofobicidad de 
Superficie Celular 

Capacidad de adherencia a  
plástico 

Formación 
de biocapa 

18 96% 0,06 0,06 
26 87% 0,07 0,07 
60 32% 0,07 0,05 

*AMF-BL, anfotericina B liposomial; 5-FLC, 5-flucitosina; FCZ, fluconazol; KTZ, 
ketoconazol; ITCZ, itraconazol; VCZ, voriconazol; PCS, posaconazol; CASPO, 
caspofungina. 
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6. C. lusitaniae 

 

 Se aisló una cepa de C. lusitaniae (cepa 1) del hemocultivo 

de un prematuro  de 32 semanas, con nutrición parenteral, 

cateterismo central y con tratamiento antibiótico previo 

(ampicilina y amikacina).  

 

 El paciente fue tratado con anfotericina B liposomal y 

evolucionó favorablemente. Los resultados obtenidos indican que 

era una cepa sensible:  

 Anfotericina B –CMI 0.25mg/l 

 Caspofungina-CMI 0.25mg/L  

 Itraconazol –CMI 0.125mg/L  

 Voriconazol-CMI 0.03mg/L  

 Posaconazol-CMI 0.03mg/L  

  Fluconazol-CMI 2mg/L.  

 

 C. lusitaniae no presentó actividad enzimática hemolítica, ni 

aspartil-proteasa tanto en atmósfera normal como en atmósfera de 

CO2. A 37ºC, presentó niveles medios-bajos de HSC (14,25+5%), 

poca adherencia a plástico (DO 0,06+0,02) y no era formadora de 

biocapa. 

 Por el contrario presentó  una gran capacidad de switching 

morfológico (Figura 45), dando lugar a dos tipos de colonias en 

medio YPD, lisas y estrelladas, con una frecuencia aproximada de 

1:10. Las colonias estaban constituidas por levaduras de distinta 

morfología, apareciendo formas filamentosas en las colonias 

estrelladas y formas levaduriformes en las lisas. 
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Figura 45. Switching de C. lusitaniae en medio YPD dando lugar a 

colonias estrelladas (a) y colonias lisas (b).  

Presencia de filamentos en la colonia estrellada (a) y formas 

levaduriformes en la colonia lisa (B).  
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IMPORTANCIA DE LAS CANDIDEMIAS 

La vigilancia epidemiológica, constituye un instrumento de vital 

importancia para identificar, medir y analizar problemas de salud que 

afectan a la población con el objetivo de reducir la morbimortalidad que 

comporta y mejorar la salud (Pujol & Limón 2013). 

 

El incremento de bacteriemias, presencia de bacterias viables en 

sangre detectada mediante hemocultivo, durante las dos últimas 

décadas, es un reflejo de la creciente gravedad de la población 

hospitalizada, así como de la  mayor frecuencia, complejidad y 

agresividad de las maniobras diagnósticas y terapéuticas requeridas. 

(Candel, 2013). La candidemia es la enfermedad fúngica invasora más 

frecuente y constituye un amplio porcentaje respecto a las 

bacteriemias, caracterizándose por una alta morbimortalidad asociada 

(Pemán & Salavert, 2013). Candida spp. es actualmente el cuarto agente 

patógeno responsable de sepsis hospitalarias (Guery, 2009).  

 

El aumento de las candidemias es debido a numerosos factores, 

como el uso de corticoides, de antibacterianos de amplio espectro que 

eliminan a las bacterias como competidores, favoreciendo la 

proliferación de levaduras y con ello el desarrollo de infecciones 
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fúngicas. La presencia de catéteres es utilizada como puerta de entrada 

de bacterias y levaduras que colonizan piel y mucosas. La existencia de 

enfermos inmunodeprimidos o con graves enfermedades subyacentes 

influye también en esa alta tasa de morbimortalidad. 

 

La distribución de las especies causantes de candidemia presenta 

una gran variabilidad a nivel de países, de comunidades e incluso entre 

los distintos hospitales (Pemán & Salavert, 2013). En el estudio 

FUNGEMICA realizado en España en el 2009, las candidemias por C. 

albicans fluctuaban desde un 35% en Andalucía y Comunidad 

Valenciana hasta un 55% en Cataluña. Almirante et al (2011) 

encuentran un porcentaje en candidemia por Candida no-albicans del 

54,6%. En nuestro trabajo, aunque C. albicans es la especie más 

frecuentemente aislada, el resto de especies de Candida no-albicans 

alcanzan el 71,4%. 

 

En la candidemia, igual que en otras infecciones sistémicas, es 

esencial realizar un diagnóstico lo más certero y temprano posible que 

permita instaurar un tratamiento antifúngico precoz para limitar al 

máximo sus consecuencias (Pemán & Almirante, 2007). El hemocultivo 

sigue siendo la técnica recomendable para el diagnóstico a pesar de su 

escasa sensibilidad general, aproximadamente del 50%. En nuestro 

trabajo la resiembra realizada en Sabouraud ofreció mejores resultados 

en la recuperación de levaduras que el examen por tinción (datos no 

mostrados). 
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FACTORES DE VIRULENCIA EN LEVADURAS RESPONSABLES DE 

CANDIDEMIAS 

 

Las infecciones producidas por especies del género Candida varían 

dependiendo de la situación del individuo. Van desde procesos leves en 

personas inmunocompetentes a infecciones sistémicas con alta tasa de 

mortalidad en pacientes inmunocomprometidos (Yang, 2003). Además 

de la situación del paciente, diversos determinantes de patogenicidad 

permite a éstos patógenos oportunistas, la colonización y posterior 

desarrollo del proceso infeccioso. 

 

La emergencia de las candidemias en los hospitales, hace que 

cada vez sea más necesario conocer aquellos factores de patogenicidad 

que pueden estar presentes y en concreto la capacidad de formación de 

biocapa que ofrece a las células sesiles - incluidas en el biofilm - una 

mayor resistencia a antimicrobianos y protección frente a las defensas 

del huésped, para poder establecer estrategias de control. 

 

Entre los factores de virulencia, la capacidad de formación de 

biocapa es considerada uno de los principales (Perumal et al, 2007), ya 

que capacita para dar lugar a infecciones asociadas a dispositivos 

médicos (catéteres, prótesis, marcapasos, sondas, etc.), responsables de 

complicaciones severas y de difícil erradicación al ofrecer una mayor 
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resistencia a antimicrobianos y permitir la persistencia de células 

viables dentro de la biocapa después del tratamiento.  

 

Una biocapa es una comunidad compleja de microorganismos 

adheridos a una superficie biológica o inerte y rodeados por  una matriz 

extracelular. Esta forma de vida se conoce desde hace tiempo, pero no 

ha sido hasta hace relativamente poco cuando se ha visto su gran 

impacto médico (Ramage et al, 2006), siendo especialmente estudiada 

en bacterias. La formación de biocapa conlleva una disminución de la 

sensibilidad, al proteger las levaduras incluidas en ella de la acción de 

antimicrobianos (Douglas, 2003) y el mantenimiento de células viables 

que actúan de reservorio de la infección.  

 

La biocapa consiste en multicapas de células adheridas a células 

de la mucosa o a materiales inertes e incluidas en una matriz de 

material polimérico extracelular (Calderone & Gow, 2002). Dicha 

matriz se divide en dos capas fundamentales, una capa basal muy fina y 

otra constituida por hifas, filamentos y micelios mucho más gruesa y 

dispersa. Algunas levaduras de la matriz del biofilm se liberan del 

mismo para poder colonizar nuevas superficies cerrando el proceso de 

desarrollo de formación del biofilm.  

 

La arquitectura de la matriz del biofilm no es sólida y presenta 

canales que permiten el flujo de agua, nutrientes y oxígeno incluso 

hasta las zonas más profundas del biofilm. La existencia de estos 

canales no evita sin embargo, que dentro del biofilm podamos 

encontrarnos con ambientes diferentes en los que la concentración de 
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nutrientes, pH u oxígeno es diferente. Esta circunstancia aumenta la 

heterogeneidad sobre el estado fisiológico en el que se encuentra la 

bacteria dentro del biofilm y dificulta su estudio. La biocapa de las 

levaduras ha sido estudiada en menor grado que en las bacterias.  

 

Las células sesiles  que integran la biocapa poseen características 

diferentes de sus homólogas planctónicas (en suspensión) con una 

sobreexpresión de determinados genes (Deveau & Hogan, 2011). En C. 

tropicalis, especie muy formadora de biocapa, nuestros resultados 

confirman la sobreexpresión de las proteínas Als en la células en 

biocapa respecto a las células planctónicas. 

 

La importancia actual de las candidiasis invasoras, asociadas la 

mayoría a la presencia de biocapas sobre dispositivos médicos, se 

refleja en un incremento de publicaciones al respecto (Quindós, 2002). 

Paralelamente al incremento de las micosis, se desarrollan 

investigaciones en relación con esa “forma de vida” de las poblaciones 

fúngicas (Uppuluri et al, 2007). La utilización de modelos in Vitro, bajo 

diferentes condiciones ambientales que reflejen adecuadamente el 

comportamiento de las células embebidas en la biocapa, permitirá 

evaluar la capacidad de formación de biocapa de C. albicans y de 

Candida no-albicans, así como el papel de las variaciones fenotípicas en 

su desarrollo.  

 

La formación de biocapas sobre superficies mucosas así como 

sobre la superficie de implantes, prótesis y catéteres es un proceso que 

va a facilitar infecciones sistémicas, ya que los depósitos en la superficie 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Deveau%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hogan%20DA%22%5BAuthor%5D
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de catéteres venosos centrales, favorecen la rápida diseminación de la 

infección (Douglas, 2002). 

 

La formación de biocapa en Candida spp (Henriques et al, 2006) es 

un mecanismo de patogenicidad complejo, y existe una gran 

variabilidad respecto a la especie. En este trabajo encontramos 

diferente capacidad de formar biocapa en relación a la especie aislada. 

C. glabrata y C. krusei no fueron formadoras de biocapa; C. albicans fue 

la especie más formadora, seguida por C. tropicalis y C. parapsilosis 

sensu stricto. 

 

En la capacidad de formación de biocapa pueden influir factores 

relacionados con las características hidrofóbicas de la superficie 

celular; la capacidad de adherencia a plástico; la capacidad de 

filamentación y de ahí el interés de su estudio para poder intervenir en 

su control.  

 

La capacidad de adherencia es el primer paso para el 

establecimiento de una biocapa y la hidrofobicidad de la superficie 

celular (HSC) juega un papel crucial en la primera fase de la 

adherencia, existiendo una relación directa entre las características 

hidrofóbicas de la pared celular de las levaduras y su capacidad de 

adherencia a plástico (Blanco et al, 1997). La adhesión ocurre en 

varias fases, la primera, inespecífica, basada en fuerzas de atracción 

repulsión entre las que destaca la hidrofobicidad de las superficies 

(Jabra-Risk et al, 2001). A continuación se establecen interacciones 
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específicas entre las levaduras y los receptores de las células epiteliales 

(Vidotto et al, 2003). Una vez adheridos, muchos microorganismos son 

capaces de formar biocapa estableciendo un sistema de vida que les 

protege y favorece su supervivencia (Douglas, 2002).  

 

Las condiciones en las que crece esta biocapa suelen ser diferentes 

a las ensayadas in Vitro. Algunos autores (Rosa et al, 2008) estudian el 

efecto de la anaerobiosis en los factores de virulencia. Las hifas son más 

hidrofóbicas que las levaduras, detectándose una alta composición en 

proteínas hidrofóbicas en la capa  fibrilar externa de la pared celular de 

las hifas y una alta adherencia a plásticos (Tronchin et al, 2008).  

La mayoría de las especies de Candida son hidrofóbicas y 

adherentes, estando ambos parámetros relacionados. C. albicans es la 

especie mas hidrofílica, con bajos niveles de adherencia, aunque al 

filamentar aumenta significativamentes su hidrofobicidad. 

 

La formación de biocapa es posterior a la adhesión del 

microorganismo, formándose una matriz de colonias del propio hongo. 

Las proteínas responsables de la adhesión celular, adhesinas, están 

localizadas en la superficie de la pared celular, y participan en cambios 

en la formación de colonias y en el desarrollo de biocapas entre otros 

procesos.  

 

Las adhesinas Als constituyen una familia de proteínas de la 

pared celular, de las que se han descrito 8 miembros en C. albicans, 16 

en C. tropicalis y 5 en C. parapsilosis (Butler et al, 2009). Se han asociado 

con la virulencia, estando principalmente relacionadas con la adhesión 
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a epitelio del hospedador, agregación y formación de biofilm (Dranginis 

et al, 2007). Se ha observado relación entre la expresión de adhesinas 

en las hifas y la formación de biocapa (Nobile et al, 2006). De las 

proteínas de superficie de la familia Als, están implicadas en la 

formación de las biocapas Als1 y Als3 (Nobile et al, 2008). Los genes 

ALS (aglutinin-like sequence) codifican dichas proteínas de la superficie 

celular, implicadas en los mecanismos de adhesión, pudiendo ser 

regulados por condiciones ambientales (Verstrepen & Fink, 2009).  

 

Existen numerosos trabajos realizados con C. albicans, pero muy 

pocos en especies de Candida no-albicans. En este trabajo analizamos 

comparativamente en C. tropicalis, mediante una cuantificación relativa 

de la adhesina Als1, a las cepas cuando crecen en biofilm respecto a las 

células planctónicas, encontrando una sobreexpresión 3,12 veces 

mayor. 

 

Las enzimas aspartil proteasas secretadas (Sap) constituyen 

una familia de hasta 11 miembros, dependiendo de la especie. Actúan 

como factores de virulencia facilitando la colonización e invasión 

debido fundamentalmente a su capacidad de dañar los tejidos y 

degradar material del huesped, principalmente defensas inmunológicas 

y estructurales (Silva et al, 2011). C. tropicalis y C. parapsilosis son 

menos productoras de Saps, comparadas con C. albicans, como lo 

evidencian trabajos de nuestro grupo (Sacristán et al, 2011; Galán-

Ladero et al, 2010; Asensio et al, 2005).  
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Las aspartil proteasas han sido estudiadas como posibles dianas 

terapéuticas. En trabajos anteriores (Blanco et al, 2003) se demostró 

que ritonavir y saquinavir inhiben la actividad Saps, disminuyendo la 

tasa de crecimiento de C. albicans. 

 

Estas enzimas se agrupan en familias de genes/proteinas, y la 

expresión de las isoenzimas dependerá de la especie, y de las 

condiciones ambientales.  

En C. parapsilosis, han sido identificados tres genes que codifican 

Saps y denominados SAPP1-3. Si bien el producto del gen SAPP3 sigue 

siendo desconocido, las isoenzimas Sapp1p y Sapp2p han sido 

estudiadas; ambas enzimas tienen una amplia especificidad de sustrato, 

pero difieren en el patrón de expresión. Mientras que el gen SAPP2 

parece ser transcrito constitutivamente, la transcripción SAPP1 es 

inducida por la presencia de una proteína exógena como única fuente 

de nitrógeno (Dostál et al, 2009).   

En C. tropicalis se han descrito 4 genes (SAPT1-4). El número 

total de estas familias de genes está enriquecido en los genomas de los 

patógenos,  principalmente entre las especies más patógenas como C. 

albicans que ha sido muy estudiada y en C. tropicalis y C parapsilosis que 

han recibido menor atención (Butler et al, 2009).   

 

En este trabajo se realizó un estudio semicuantitativo en placa, 

encontrando a C. albicans como la especie con mayor actividad 

proteásica, así como mayor actividad en C. parapsilosis sensu stricto 
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respecto a C. orthopsilosis. Se detecta actividad Saps aunque en menor 

grado en C. tropicalis  y nula actividad en el resto de las cepas.  

 

La capacidad de conjugación es un hecho recientemente 

descrito en C. albicans (Slutsky et al, 1987),  y en C. tropicalis (Porman 

et al, 2011). Ambas poseen en el locus MTL (mating-type-like), distintos 

alelos MTLa o MTLalfa, existiendo cepas heterocigotas (a/alfa) y 

homocigotas (a o alfa) (Bennett, 2010). La conjugación solo es posible 

entre cepas homocigotas, que son a su vez capaces de originar células 

Opaque (Whiteway, 2009).  

 

Las células Opaque, responsables del fenómeno de conjugación, 

difieren en su expresión génica ya que son homocigotas en el locus 

MTL, en su apariencia al microscopio al ser más elongadas, y en los 

tejidos del hospedador que invaden, al estar adaptadas a diferentes 

nichos (Ramírez-Zavala et al, 2008). Las células Opaque son más 

estables a 25º C, aunque en condiciones de anaerobiosis pueden 

estabilizarse a 37º C (Lohse & Johnson, 2009). El locus MTL juega un 

papel exclusivo en el proceso de conjugación, aceptándose que las 

células heterocigotas MTL a/alfa –mayoría en los aislados clínicos- son 

incapaces de conjugar mientras que las homocigotas, MTLa o MTLalfa, 

pueden evolucionar de levaduras normales (White) a células elongadas 

conjugativas (Opaque). 

  

 La mayoría de los aislados clínicos, hasta un 95% según la serie 

estudiada, tanto de C. albicans como de C. tropicalis son heterocigotas 

en el locus MTL (Magee & Magee, 2004; Lohse & Johnson, 2009). En 
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estudios previos de nuestro grupo (Sacristán et al, 2008) realizado en 

16 aislados clínicos de C. albicans, dos cepas eran homocigotas (12,5%) 

y más resistentes que el resto.  

  

 En este trabajo encontramos una única cepa de los 16 aislados 

de C. albicans (6,25%) homocigota MTL alfa/alfa, con CMI al fluconazol 

de 2 mg/L, presentando el resto de las cepas una sensibilidad mayor 

(CMI90=1mg/L).  Esta cepa no era formadora de biocapa.  

 En el estudio realizado en C. tropicalis se encontró una cepa 

homocigota (MTL a/a) de los 6 aislados clínicos (16,7%) que 

presentaba gran capacidad de filamentación y probablemente debido a 

ello, gran capacidad de formación de biocapa; era una cepa sensible a 

los anifúngicos testados, estando dentro de los niveles de la CMI50. 

 

Los mecanismos epigenéticos de regulación de la expresión de 

genes, son reversibles y responsables de cambios fenotípicos, 

influyendo en la patogenicidad al facilitar la adaptación a diferentes 

nichos ecológicos y afectando a la formación de la biocapa.  
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ANÁLISIS DE LAS CANDIDEMIAS SEGÚN LA ESPECIE AISLADA 

 

Aunque hay descritas más de cien especies distintas del género 

Candida, el 95-97% de las candidemias están causadas por cinco 

especies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei 

(Pemán & Salavert, 2013).  En este trabajo además de estas especies se 

aisló una cepa de C. lusitaniae 

 

C. albicans fue la especie más frecuentemente aislada, siendo 

responsable del 29% de las candidemias estudiadas, aislándose 

fundamentalmente en adultos, y en un 73.3% en hombres.  Aunque en 

general su frecuencia ha ido disminuyendo, en la mayoría de los 

trabajos existentes continua siendo la especie predominante (Almirante 

et al, 2011; Wisplinghoff et al, 2014). 

Entre los factores de riesgo encontrados cabe destacar el 

tratamiento antibiótico previo en el 100% de los casos, la presencia de 

catéter en el 93.3%, estando en muchos casos relacionadas con cirugía 

digestiva, lo que avala el origen endógeno, fundamentalmente digestivo 

de los procesos infecciosos por C. albicans.  

Todos los aislados eran sensibles a los antifúngicos testados, 

anfotericina B, fluconazol, voriconazol y caspofungina, de acuerdo a los 

puntos de corte del EUCAST 

C. albicans es la especie que expresa en mayor grado factores de 

virulencia como actividad enzimática y formación de biofilm. Por el 
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contrario es una especie hidrofílica aunque al filamentar incrementa la 

hidrofobicidad de la superficie celular y su capacidad de adherencia. Así 

mismo las cepas más filamentadas son las más formadoras de biofilm. 

 

Existen pocos los trabajos en los que se investigue la presencia de 

levaduras homocigotas en aislados clínicos, aunque se acepta la 

presencia de un 3-7% en C. albicans. Autores como Rustad et al (2002) 

encuentran 5 cepas MTLa/a y 6 cepas MTLalfa/alfa en 96 aislados 

clínicos; Lockart et al (2003) describe un 3 % de homocigotas en 220 

aislados y Legrand et al (2004) encuentran 12 cepas homocigotas en 

120 aislados.  

El switching white-opaque había sido descrito por Soll en 1987, y 

se establece su papel en la conjugación unos 15 años después por Miller 

& Johnson (2002). Siguen existiendo actualmente numerosas 

incógnitas. Si la población natural es principalmente heterocigota 

¿Cómo se mantiene un sistema tan complejo no utilizado por la 

mayoría? (Magge & Magee, 2004; Bennet & Jhonson, 2005). 

 

En la actualidad parece ser que más que en la capacidad de 

recombinación, prácticamente nula en la naturaleza, se le da 

importancia al papel que podrían tener las células opaque en la 

patogénesis (Soll, 2014). Se admite que son diferentes antigénicamente, 

facilitando la evasión de la respuesta inmune, son menos susceptibles a 

la fagocitosis al no secretar quimioatrayente para leucocitos y además 

producen una feromona que induce a las células white a producir 
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biofilm, donde existiría una concentración mayor de células 

homocigotas que podrían conjugar y les daría estabilidad, ya que a 37ºC 

requieren atmósfera anaerobia. 

 

Las especies de Candida no-albicans fueron responsables del 

71% de los episodios de candidemia estudiados, tasa superior al 62.4% 

encontrado en España en las UCI pediátricas por Jordan et al (2014) y al 

58% encontrado en Reino Unido por Das et al (2011). 

 

 C. parapsilosis y C. orthopsilosis, son especies emergentes y de 

las que existe poca información sobre sus determinantes de 

patogenicidad (Silva et al, 2011). La existencia de tres grupos 

genéticamente diferentes ya fue descrita por Lin et al (1995) al estudiar 

un posible brote de candidemia por C. parapsilosis que posteriormente 

serían clasificados como especies diferentes por Tavanti et al (2005), 

como C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis.  

  

 La incidencia de infecciones por C. parapsilosis complex varía 

ampliamente de unos estudios a otros, en base fundamentalmente al 

tipo de población estudiada. En hospitales infantiles alcanza hasta un 

60% de las candidiasis aisladas (Durán et al, 2005; Rodriguez et al, 

2006) mientras que en adultos los datos son inferiores encontrándose 

referencias que hablan de un 20-30% (Almirante et al, 2006; Pfaller et 

al, 2008).  En nuestro trabajo hemos encontrado una incidencia de 

fungemia por C. parapsilosis complex del 36.5% que alcanza el 54.5% en 

neonatos, porcentaje que se distribuye entre las nuevas especies, 
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correspondiendo el 50% de los aislados en neonatos a C. orthopsilosis y 

el 23% a C. parapsilosis sensu stricto (Blanco-Blanco et al, 2013). No se 

ha identificado ninguna C. metapsilosis lo que coincide con lo descrito 

por otros autores al ser considerada una especie que no suele ser 

aislada a partir de muestras clínicas (Tavanti et al 2005). 

 Candida grupo-psilosis se encuentra en las manos del personal, 

considerándose fundamentalmente la colonización exógena. Los 

neonatos tienen alta permeabilidad de la piel, mucosas y sistema 

inmune inmaduro  de ahí su alto aislamiento (van Asbeck et al, 2007). 

 

C. parapsilosis sensu stricto fué la segunda especie más 

frecuentemente aislada, siendo formadora de biofilm y con actividad 

enzimática moderada aunque ambas características en menor grado 

que C. albicans (Blanco-Blanco y cols, 2013). La tasa de mortalidad fue 

la menor de todas las especies aisladas, lo que coincide con el estudio 

realizado por Jordan et al (2014), que la catalogan como la especie 

menos virulenta. 

 

C. orthopsilosis se asoció en mayor grado con neonatos y con 

pacientes que recibían nutrición parenteral, características hasta ahora 

atribuidas a C. parapsilosis. Es también una especie capaz de producir 

biofilm (Lattif et al, 2010), aunque al ser una especie recientemente 

descrita existen muy pocos trabajos sobre sus factores de virulencia.  
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Ambas especies presentaron buena sensibilidad a los 

antifúngicos testados. Algunos autores (Borghi et al, 2011; Tavanti et al, 

2007) encuentran en C. orthopsilosis mayor resistencia a voriconazol y 

mayor sensibilidad a las equinocandinas. Nuestras cepas fueron 

sensibles a ambos antifúngicos, y se observó un ligero desplazamiento 

en este sentido, aunque no fue significativo. 

 Es interesante diferenciar ambas especies, responsables de 

candidemias, para poder evaluar la epidemiología de las infecciones por 

C. parapsilosis sensu stricto y C. orthopsilosis. Los métodos moleculares, 

como la identificación de la secuencia de los segmentos ITS, son  por 

ahora los únicos que permiten la identificación de las tres especies 

(Gómez-López et al, 2008). Aunque existen claras diferencias en las 

características de HSC, siendo C. orthopsilosis más hidrofílica que C. 

parapsilosis sensu stricto, y ser una técnica de realización muy sencilla, 

queremos ampliar el estudio con nuevas cepas para poder valorar su 

utilidad para la identificación.  

 

C. tropicalis es una especie responsable de infecciones urinarias 

en pacientes hospitalizados y de candidiasis invasiva en pacientes 

neutropénicos o con cáncer. En aislados clínicos de C. tropicalis se ha 

demostrado su capacidad de formación de biocapa.  

Los 6 aislados de C. tropicalis  obtenidos son muy productores de 

biofilm, en segundo lugar después de C. albicans. Se comprobó así 

mismo que las células en la biocapa expresaban 3 veces más el gen ALS1 

que las células plánctónicas, con el consiguiente incremento de la 

adhesina producida.  Se evidenció la capacidad de filamentación de esta 
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especie, característica con importante repercusión en la formación del 

biofilm. 

C. tropicalis es la especie que presenta mayor tasa de mortalidad 

relativa, falleciendo 4 de los 6 pacientes; 3 de ellos presentaban cultivo 

mixto con bacterias. La alta tasa de mortalidad en las infecciones por C. 

tropicalis ha sido descrita por Jordan et al (2014) en un trabajo sobre 

candidiasis invasiva en pediatría. 

Uno de los 6 aislados de C. tropicalis presentaba de manera 

natural configuración homocigota MTLa, siendo el resto de las cepas 

heterocigotas MTLa/alfa. La cepa homocigota presentaba gran 

capacidad de filamentación y de formación de biocapa. Xie et al (2012),  

describen las formas filamentosas como la mejor fase inicial para la 

penetración celular, y proponen una posterior inhibición de la 

filamentación con un incremento de la expresión de genes que 

facilitarían la formación de células opaque, o células conjugativas. 

 

 C. glabrata es una especie con una incidencia muy variable 

dependiendo del país e incluso con gran variación entre hospitales. El 

porcentaje de aislamientos en este estudio (14,3%), detrás de C. 

albicans (28,6%) y C. parapsilosis (25%), coincide con los datos del 

estudio multicéntrico realizado en España por Puig-Asensio et al 

(2014), durante 2010 y 2011.  

  

 Se aísla con mayor frecuencia en personas mayores, y en muy 

pocos casos en jóvenes o niños. La media de edad de los pacientes con 
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aislamiento de C. glabrata en nuestro estudio es de 53,728,1. En otros 

estudios hablan de una media de 71,512,4 años (Malani et al, 2011). 

En nuestro trabajo encontramos 6 aislamientos en adultos, 3 de ellos 

mayores de 70 años y una cepa aislada de un niño, que en un grupo 

reducido hace que se desplace la media. Nosotros obtenemos una 

mayor frecuencia en mujeres (71,4% mujeres vs. 28,6% varones), lo 

que coincide con un trabajo de Segireddy et al (2011) que encuentran 

69,2% en mujeres vs. 30, 8% en varones.  

 Algunos autores describen el origen de la infección nosocomial 

por C. glabrata principalmente en el uso de material contaminado, 

responsable de  la colonización exógena, en mayor grado que la 

transmisión por las  manos del personal sanitario, más frecuente en C. 

parapsilosis complex (Vazquez et al, 1998). 

  

 Es una especie con resistencia a fluconazol (EUCAST). Nuestras 

cepas tienen una CMI 50 de 16 mg/L y una CMI90 de 128 mg/L, por lo 

que es imprescindible buscar alternativas en el tratamiento. 

C. glabrata se caracterizó por su gran capacidad de adherencia y 

por no ser formadora de biofilm. Estos resultados están de acuerdo con 

los obtenidos por Tournu & Van Dijck  (2012) al estudiar el biofilm de 

diferentes especies de Candida, encontrando que C. glabrata, junto C. 

krusei son dos especies poco competentes en la formación de biofilm. 

 

C. krusei es una especie responsables de candidemia 

fundamentalmente en pacientes hematológicos. En este trabajo C. krusei 

fue aislada en los hemocultivos de pacientes hematológicos, dos de ellos 
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con leucemia mieloide aguda (LMA). Esta característica se recoge en 

numerosos trabajos que sugieren la utilización de profilaxis con 

fluconazol, al ser intrínsecamente resistente al mismo, el motivo del 

predominio de esta especie en estos pacientes.  Conen et al (2008) 

describen que 3 de los 4 casos con aislamiento de C. krusei, tenían como 

patología de base LMA e indican la buena respuesta al tratamiento con 

caspofungina. 

Las cepas aisladas eran muy hidrofóbicas aunque poco 

adherentes y no eran formadoras de biofilm; no presentaban actividad 

enzimática extracelular. Los tres pacientes evolucionaron 

favorablemente del episodio de candidemia. 

 

C. lusitaniae es una levadura que se aisla en raras ocasiones como 

agente etiológico de candidiasis (Miller y cols, 2006). Es responsable 

principalmente de casos de fungemia aunque también se ha aislado en 

otras localizaciones. C. lusitaniae, es una especie que de manera 

esporádica, puede ser responsable de candidemias en neonatos (Favela 

et al, 2003). Presenta buena sensibilidad a los antifúngicos y poca 

virulencia, aunque su importancia clínica radica en su capacidad para 

desarrollar resistencia durante el tratamiento (Miller et al, 2006). 

 

Se confirma su capacidad de switching fenotípico, con una 

frecuencia aproximada de 10-1. Este mecanismo permite su adaptación 

a cambios ambientales a través de la expresión selectiva de genes.  Esto 
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podría explicar, como en otras especies, su capacidad para desarrollar 

resistencia en el transcurso del tratamiento. 

 

 

 En general en este estudio se evidencia la importante 

repercusión de las candidemias, con una alta tasa de mortalidad, 

atribuible en muchas ocasiones a la enfermedad de base asociada, 

aunque también con una importante relación respecto a la especie 

aislada. Se obtiene una gran diferencia en cuanto a la presencia de 

factores de virulencia y sensibilidad a antifúngicos en relación con la 

especie aislada, presentando las especies con mayor tasa de mortalidad 

relativa, una mayor capacidad de formación de biofilm. Es por lo tanto 

de gran importancia la identificación de especie para un correcto 

tratamiento de la candidemia. 
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 El estudio etioepidemiológico de las candidemias y de factores de 

patogenicidad que puedan contribuir al establecimiento de una candidiasis, 

en las especies de Candida aisladas de hemocultivos, ha permitido elaborar 

las siguientes conclusiones: 

 

1. Se diagnosticaron 52 pacientes con candidemia, falleciendo 16 de ellos. 

La mayoría de los fallecimientos se produjeron en candidemias por C. 

albicans y C. tropicalis, especie con mayor tasa de mortalidad relativa. 

 

2. C. albicans es la especie más frecuentemente aislada, aunque las especies 

de Candida no-albicans presentaron globalmente una mayor incidencia.  

 

3. Entre  los factores de riesgo predisponentes destaca la presencia de 

catéter y el tratamiento antibiótico previo en el 100% de los casos. 

 

4. Las especies aisladas poseen buena sensibilidad a antifúngicos, no 

encontrándose cepas resistentes, con excepción de C. krusei. El perfil de 

las candidemias por C. krusei eran pacientes hematológicos en los que se 

había utilizado fluconazol como profilaxis. 

 

5. Existe una gran variabilidad, relacionada con la especie, respecto a la 

presencia de los factores de patogenicidad estudiados: 

a. C. albicans es una especie poco hidrofóbica y poco adherente pero 

muy formadora de biofilm, siendo la especie con mayor actividad 

enzimática.  

b. C. tropicalis es hidrofóbica y adherente, siendo con C. albicans, ambas 

con capacidad de filamentación, las especies más formadoras de 
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biofilm. Su actividad enzimática es de nivel medio.  

c. C. parapsilosis sensu stricto es más hidrofóbica, adherente, formadora 

de biocapa y con mayor actividad enzimática que C. orthopsilosis.  

d. C. glabrata y C. krusei son hidrofóbicas y adherentes pero no 

formadoras de biofilm, ni tienen actividad aspartil proteasa.  

 

6. La diferenciación de las especies de C. grupo-psilosis es necesaria. 

Características epidemiológicas hasta ahora atribuidas a C. parapsilosis 

pueden ser desplazadas hacia C. orthopsilosis:  

a. Las candidemias por C. orthopsilosis provenían el 50 % de 

neonatos y el 100% recibían nutrición parenteral.  

b. En C. parapsilosis sensu stricto el 23% eran neonatos y el 

46.1% recibían nutrición parenteral.  

 

7. La valoración de la HSC es un método simple, reproductible y con 

capacidad discriminatoria entre C. orthopsilosis y C. parapsilosis. 

 

8. Se produce una sobreexpresión tres veces mayor del gen ALS 

(Agglutinin-Like Sequence) en células sesiles del biofilm que en las 

células planctónicas de C. albicans y de C. tropicalis. 

 

9. El locus MTL (Mating-Type Locus) de los aislados clínicos de C. albicans y 

C. tropicalis, presenta, en la mayoría de las cepas, configuración 

heterocigota (a/alfa), existiendo también cepas homocigotas (a o alfa), 

aunque en baja proporción (6,25 y 16,7% respectivamente en cada 

especie).  
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