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GLOSARIO 

Resistencia antifúngica, es el patrón de susceptibilidad o resistencia a diferentes fármacos 

antifúngicos que presenta un microorganismo, los cuales están establecidos por estándares 

(1). 

 

La multirresistencia fúngica, es la capacidad de las especies de microorganismos para 

resistir a dos o más grupos o clases de antifúngicos, lo que dificulta significativamente el 

tratamiento de infecciones fúngicas (1). 

 

Fenol/cloroformo/alcohol isoamílico, es una mezcla ampliamente utilizada en la 

investigación en biología molecular y bioquímica, diseñada específicamente para la 

separación y purificación de ácidos nucleicos, como el ADN y el ARN (2). 

 

PCR convencional, técnica de laboratorio que facilita la amplificación rápida de millones a 

miles de millones de copias de un segmento específico de ADN, permitiendo su estudio en 

mayor profundidad (3). 

  

ERG3, es un gen que codifica para la enzima C-5 esterol desaturasa, la cual desempeña un 

papel fundamental en la biosíntesis del ergosterol, un componente esencial de la membrana 

celular en Candida. Se encuentra en el lumen del retículo endoplasmático. Es ortóloga de la 

SC5D humana (esterol-C5-desaturasa) (4, 5). 
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ERG11, es un gen que codifica para la enzima esterol 14-α-desmetilasa que desempeña un 

papel crítico en el tercer módulo de la vía de biosíntesis del ergosterol, siendo el ergosterol 

el principal componente esterol en las membranas fúngicas (4, 5).  

 

Secuenciamiento, método de laboratorio que se usa para determinar la composición genética 

completa de un organismo o tipo de célula específicos, basados en el orden de los cuatro 

componentes básicos químicos, llamados "bases", que forman la molécula de ADN (6).  

 

Mutación silenciosa, alteraciones en las bases del ADN que no provocan modificaciones en 

la secuencia de aminoácidos del producto generado por el gen afectado, pero puede influir 

en procesos como la estabilidad del ARNm o la eficiencia de la traducción (7–9). 

 

Mutación con cambio de sentido, es una modificación en el ADN que provoca la 

codificación de diferentes aminoácidos en una posición específica de la proteína resultante. 

Algunas de estas mutaciones pueden afectar la función de la proteína codificada (7–9). 

 

Mutación sin sentido, ocurre en el material genético cuando un cambio en la secuencia 

genera un codón de terminación en lugar de un codón que codifique un aminoácido 

específico. Esto da lugar a una proteína truncada, más corta de lo normal, que probablemente 

sea inestable o no funcional (7–9).  
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RESUMEN 

La resistencia de Candida spp. a los antifúngicos es un grave problema de salud pública a 

nivel mundial, un fenómeno relacionado a diferentes tipos de mutaciones en genes como 

ERG3 y ERG11. Objetivo: Determinar la frecuencia de mutaciones en los genes ERG3 y 

ERG11 en especies de Candida resistentes a los azoles (triazoles e imidazoles), aisladas de 

pacientes atendidos en diferentes servicios del Hospital II EsSalud – Cajamarca. Materiales 

y métodos: Este estudio se llevó a cabo con 204 aislamientos de Candida que se identificaron 

mediante pruebas fenotípicas (tubo germinativo, ChromAgar Candida Plus), y cuyos perfiles 

de resistencia se evaluaron utilizando el método de difusión en disco. Las mutaciones en los 

genes ERG3 y ERG11 se identificaron mediante secuenciación Sanger y análisis 

bioinformático de las secuencias utilizando herramientas como Chromas, Aliview y 

Translate. Resultados: Del total de aislamientos, el 55,4 % correspondieron a Candida 

albicans, mientras que el 44,6 % se agruparon en especies de Candida no albicans. Se 

determinaron seis perfiles de resistencia diferentes. El perfil con resistencia a todos los 

antifúngicos estudiados (PR1) se presentó en el 9,8 % de los aislamientos (20 en total). En 

estos aislamientos (con perfil PR1) se identificaron 11 mutaciones con cambio de sentido en 

el gen ERG3 y 9 en el gen ERG11. En el gen ERG3, se detectaron mutaciones como N188K, 

L193P y L225P, cada una con una frecuencia del 10 %. Por su parte, en el gen ERG11, se 

identificaron las mutaciones W244G, A114S y Y257H, con frecuencias del 15 %, 95 % y 

100 %, respectivamente. Conclusiones: Los aislamientos de Candida spp. presentan 

multirresistencia a los azoles, lo que se asocia con la aparición de mutaciones en los genes 

ERG3 y ERG11.  

Palabras clave: Candida spp., multirresistencia, azoles, ERG3, ERG11, mutaciones.  
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Abstract 

Candida spp. resistance to antifungal drugs is a serious public health problem worldwide, a 

phenomenon related to different types of mutations in genes such as ERG3 and ERG11. 

Objective: To determine the frequency of mutations in the ERG3 and ERG11 genes in 

Candida species resistant to azoles (triazoles and imidazoles), isolated from patients treated 

in different services of Hospital II EsSalud - Cajamarca. Materials and methods: This study 

was carried out with 204 Candida isolates that were identified by phenotypic testing (germ 

tube, ChromAgar Candida Plus), and whose resistance profiles were evaluated using the disk 

diffusion method. Mutations in the ERG3 and ERG11 genes were identified by Sanger 

sequencing and bioinformatics analysis of the sequences using tools such as Chromas, 

Aliview, and Translate. Results: Of the total isolates, 55.4% corresponded to Candida 

albicans, while 44.6% were grouped into non-albicans Candida species. Six different 

resistance profiles were determined. The resistance profile to all antifungals studied (PR1) 

was present in 9.8% of the isolates (20 in total). In these isolates with the PR1 profile, 11 

missense mutations were identified in the ERG3 gene and 9 in the ERG11 gene. In the ERG3 

gene, mutations such as N188K, L193P and L225P were detected, each with a frequency of 

10%. In the ERG11 gene, the mutations W244G, A114S and Y257H were identified, with 

frequencies of 15%, 95% and 100%, respectively. Conclusions: It is concluded that Candida 

spp. They present multi-resistance to azoles, which is associated with the appearance of 

mutations in the ERG3 and ERG11 genes. 

Keywords: Candida spp., multi-resistance, azoles, ERG3, ERG11, mutation
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

Candida es una levadura de gran importancia en salud pública debido a su papel como 

agente infeccioso en implicaciones clínicas graves, especialmente en pacientes 

inmunodeprimidos (10). Las infecciones causadas por especies de este género, 

denominadas “candidiasis”, se consideran oportunistas, ya que estas levaduras son 

microorganismos comensales del ser humano. Estas infecciones presentan tasas de 

mortalidad global que varían entre el 20,0 % y el 50,0 %, particularmente en pacientes 

críticos o con sistemas inmunológicos comprometidos (10, 11). En 2022, la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) incluyó al género Candida en la lista de p b, destacando a 

Candida albicans como la especie principal. Estos datos resaltan la importancia mundial 

de estudiar estas levaduras en el contexto de la salud pública (11). 

En América Latina, las tasas de incidencia de infecciones por Candida spp. varían entre 

0,74 y 6,0 casos por cada 1 000 ingresos hospitalarios, con una tasa de mortalidad bruta 

del 72,2 %  (12). En Perú, la incidencia promedio mensual de estas infecciones en 

pacientes hospitalizados es de 0,7 casos, aunque en algunos hospitales puede alcanzar 

hasta 4,8 casos, con una tasa de mortalidad del 48,0 % (13). En la región de Cajamarca, 

un estudio sistemático y retrospectivo realizado en el Hospital Regional Docente de 

Cajamarca entre 2016 y 2020 reportó una prevalencia del 6,8 % de Candida spp., de los 

cuales el 43,1 % fueron aislados en pacientes de UCI (14). Todos estos datos destacan la 

importancia clínica de las infecciones por Candida y sugieren que las cepas aisladas en 

centros hospitalarios podrían mostrar resistencia a los tratamientos antifúngicos, lo que 

subraya la necesidad de desarrollar estrategias efectivas para su adecuado manejo. 
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Actualmente, se ha identificado que Candida ha desarrollado resistencia a diversos 

antifúngicos de uso común y de primera línea, como los azoles (fluconazol, clotrimazol, 

voriconazol, miconazol, ketoconazol, entre otros) (15). Esta resistencia se atribuye a 

múltiples factores, entre los cuales destaca el uso inadecuado de los antifúngicos, por 

parte del personal de salud como de los pacientes durante el tratamiento. A nivel 

molecular, la resistencia está vinculada al estrés generado por los antifúngicos, lo que 

favorece la aparición de mutaciones en los genes que codifican los sitios diana de estos 

medicamentos (16). Entre los genes más relevantes son los pertenecientes a la familia 

ERG (principalmente ERG3 y ERG11), cuyas mutaciones afectan la síntesis de 

ergosterol, un componente esencial de la membrana celular de las levaduras, 

disminuyendo así la eficacia de los antifúngicos (17) . 

En el Perú, los estudios sobre la resistencia a múltiples antifúngicos y las mutaciones en 

los genes ERG3 y ERG11 presentes en cepas de Candida son escasos, lo que dificulta su 

comprensión y análisis para establecer tratamientos adecuados. Ante esta problemática, 

la presente investigación tuvo como objetivo principal determinar la frecuencia de 

mutaciones en los genes ERG3 y ERG11 en especies de Candida resistentes a los azoles 

(triazoles e imidazoles), aisladas de pacientes atendidos en diversos servicios del Hospital 

II EsSalud – Cajamarca. 

Para lograr este objetivo, se emplearon procedimientos convencionales y modificados 

para evaluar la susceptibilidad de las cepas a cuatro antifúngicos: fluconazol y 

voriconazol (triazoles), y miconazol y clotrimazol (imidazoles). Además, se utilizaron 

técnicas moleculares como PCR convencional y secuenciación, complementadas con 

análisis bioinformático, para identificar y caracterizar las mutaciones presentes en las 

cepas multirresistentes. Los resultados revelaron distintos perfiles de resistencia y la 
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presencia de múltiples tipos de mutaciones; con cambio de sentido, sin sentido y 

silenciosas, en ambos genes evaluados. En particular, los hallazgos de mutaciones 

previamente reportadas, así como la detección de mutaciones no descritas hasta la fecha, 

representa un aporte significativo al entendimiento de los mecanismos de resistencia en 

C. albicans y otras especies de este género. Estas alteraciones genéticas no solo confirman 

la prevalencia de cepas multirresistentes en la región, sino que también destaca la 

necesidad de alertar a las autoridades sanitarias para implementar estrategias de vigilancia 

activa y desarrollar alternativas terapéuticas más efectivas. Este estudio también establece 

una base sólida para futuros trabajos de investigación que contribuyan a mejorar el 

diagnóstico, tratamiento y control de las infecciones por Candida resistentes a los azoles, 

especialmente en contextos locales, regionales y geográficos.  
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CAPÍTULO II 

2.1 Marco teórico 

2.1.1 Antecedentes de la Investigación 

 

En 2017, en Singapur, se realizó un estudio descriptivo con el objetivo de identificar 

mutaciones en el gen ERG11 asociadas con altos niveles de resistencia a los azoles en 

Candida tropicalis. Utilizando una muestra total de 1 579 cepas de C. tropicalis, 

observaron que las tasas de resistencia a los azoles aumentaron del 2,9 % al 9,0 % (P = 

0.03). Este incremento se relacionó con mutaciones específicas en ERG11, 

particularmente con la sustitución de aminoácidos durante el proceso de traducción 

(Y132F y S154F). Los autores concluyeron que los aislamientos resistentes a los azoles 

podrían estar asociados con una agrupación clonal de resistencia antifúngica, provocada 

por mutaciones específicas que afectan la síntesis del ergosterol (18). 

   

En un estudio descriptivo transversal realizado en el oeste de la provincia de Mazandarán, 

Irán, durante el año 2018, se investigó las mutaciones en el gen ERG11 en cepas de C. 

albicans resistentes al fluconazol. Se utilizó una muestra de 45 aislamientos, de los cuales 

40 fueron resistentes y 5 fueron sensibles al fluconazol. En las cepas resistentes, se 

detectaron mutaciones con cambio de sentido en el gen ERG11 mediante PCR, en un 45,0 

% de los casos. Las mutaciones identificadas fueron: Y257H, E266D, V404I, D421N, 

V488I y D504V. Estas mutaciones están relacionadas con la sustitución de aminoácidos, 

lo que afecta la síntesis de ergosterol. Los resultados sugieren que las mutaciones en el 

gen ERG11 podrían desempeñar un papel clave en el desarrollo de la resistencia al 

fluconazol en los aislados de C. albicans (19). 
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En un estudio descriptivo realizado en Tailandia en 2020, con el fin de evaluar la 

susceptibilidad a los azoles y caracterizar los mecanismos de resistencia en Candida no 

albicans, se analizaron 85 aislamientos clínicos orales. Los resultados indicaron que el 

47,0 % de los aislamientos correspondían a Candida glabrata, el 33,0 % a C. tropicalis, 

el 11,0 % a Candida kefyr y el 9,0 % a Candida parapsilosis. En los aislamientos de C. 

glabrata con resistencia cruzada a azoles (fluconazol, itraconazol y ketoconazol), se 

detectaron mutaciones con cambio de sentido en los genes ERG3 y ERG11 en un 2,4%. 

Los autores concluyeron que estas mutaciones están asociadas al mecanismo de 

resistencia en C. glabrata. Cabe destacar que la baja prevalencia de mutaciones en estos 

genes se debió a que muchos aislamientos no mostraron resistencia a más de tres 

fármacos, por lo que no se les realizó un análisis molecular exhaustivo (20). 

 

En un estudio descriptivo transversal realizado en Burkina Faso en 2022, con el objetivo 

de detectar el gen ERG11 mutado en cepas de Candida spp., se analizaron 262 cepas 

clínicas aisladas. Los resultados mostraron que el 59,9 % de los aislamientos 

correspondían a C. albicans, seguido de C. glabrata (27,9 %), Candida famata (7,3 %), 

C. tropicalis (3,1 %) y otras especies (1,9 %). Se observó una tasa de resistencia al 

fluconazol del 59,5%, y se detectó el gen ERG11 mutado en un 9,8 % de las cepas. Los 

autores concluyeron que la presencia del gen ERG11 mutado en Candida spp. puede 

contribuir a la resistencia a los azoles en estas especies (21). 

 

En un estudio descriptivo experimental realizado en India en 2022, con el objetivo de 

identificar los mecanismos moleculares de la resistencia a los azoles en Candida spp., se 

analizaron 32 aislados clínicos resistentes a azoles y 10 sensibles. Se encontró que el 37,5 
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% de los aislados resistentes presentaron mutaciones en el gen ERG11 (A395T y C461T). 

Además, en estos aislados se detectaron mutaciones en el gen ERG11 (A220C) y en UPC2 

(T503C, G751A). También se observó una sobreexpresión media de varios genes, 

incluidos CDR1, CDR3, TAC1, ERG1, ERG2, ERG3, ERG11, UPC2 y MKC1. Los 

investigadores concluyeron que las mutaciones no sinónimas en el gen ERG11 y la 

sobreexpresión coordinada de genes relacionados con la biosíntesis de ergosterol, factores 

de transcripción y genes de respuesta al estrés, están asociadas con la resistencia a los 

azoles en Candida spp. Aunque no se detectaron mutaciones en el gen ERG3, se observó 

su sobreexpresión, lo que también contribuye a la adquisición de resistencia a los azoles 

(22). 

 

En un estudio realizado en China en 2022, se analizó sistemáticamente los perfiles de 

susceptibilidad de Candida publicados entre diciembre de 2011 y diciembre de 2021 en 

China continental. Utilizando un diseño retrospectivo, observacional y descriptivo, se 

revisaron 89 estudios disponibles en bases de datos, con un total de 44,716 aislamientos 

de Candida spp. Los resultados mostraron una incidencia de C. albicans (49,4 %), C. 

tropicalis (21,9 %), C. parapsilosis (13,9 %) y C. glabrata (11,4 %). En cuanto a la 

susceptibilidad al fluconazol, C. parapsilosis mostró una tasa de 93,3 %, C. albicans 91,6 

%, C. glabrata 79,4 % y C. tropicalis 77,9 %. La resistencia al fluconazol estuvo 

principalmente asociada con mutaciones en los genes ERG11, ERG3, ERG4, MRR1-2, 

MSH-2 y PDR-1. Los autores concluyeron que las mutaciones en los genes responsables 

de la biosíntesis de ergosterol (ERG11, ERG3, ERG4) son las más comunes en la 

adquisición de resistencia al fluconazol, especialmente en C. albicans y C. glabrata (23). 
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En 2021, en un estudio descriptivo realizado en Brasil con el objetivo de identificar el 

nicho ambiental de los aislamientos de Candida resistentes a los azoles responsables de 

brotes persistentes en el departamento de UCI. Se analizaron 112 aislamientos y se 

encontró que el 67,9% eran multirresistentes a los azoles, de los cuales el 92,1% 

presentaban mutaciones en el gen ERG11 (Y132F + R398I). Los investigadores 

concluyeron que se dio una propagación de Candida resistente a los azoles, con dicha 

sustitución de aminoácido en el departamento de UCI, la cual podría brindar el patrón de 

resistencia a los azoles (24). 

 

En 2019, en Estados Unidos, se realizó un estudio con el objetivo de detectar mutaciones 

en genes de resistencia de cepas resistentes a antifúngicos (azoles y equinocandinas) 

mediante tecnología de secuenciación de última generación. Identificaron 54 mutaciones 

con cambio de sentido diferentes, de las cuales 13 no habían sido previamente reportadas. 

En el gen ERG3, se encontraron dos codones de parada prematuros homocigotos en dos 

cepas de C. albicans altamente resistentes a los azoles y moderadamente resistentes a las 

equinocandinas. En cuanto al gen ERG11, se identificaron siete mutaciones puntuales en 

C. albicans resistente a los azoles. Sin embargo, no se detectaron mutaciones en ERG11 

en C. glabrata resistente a los azoles. Los investigadores concluyeron que las mutaciones 

encontradas están asociadas con la capacidad de las cepas para resistir los antifúngicos 

utilizados (25). 

 

En 2018, se realizó un estudio descriptivo transversal en el Hospital Regional de 

Ayacucho, Perú, con el objetivo de determinar las especies de Candida y su perfil de 

resistencia a fluconazol y voriconazol. Se analizaron 110 cepas de Candida spp. y se 
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encontró que el 86,4% correspondían a C. albicans, seguida de C. glabrata (9,1%), C. 

parapsilosis (2,7%), C. tropicalis y C. krusei con un 0,9% cada una. El 10,5% de C. 

albicans mostró resistencia al fluconazol y al voriconazol. Además, el 20,0 % de C. 

glabrata presentó una sensibilidad dosis-dependiente, mientras que el 10,0 % mostró 

resistencia al fluconazol. Los autores concluyeron que, aunque C. albicans es la especie 

más prevalente, existe una variedad significativa de especies de Candida, muchas de las 

cuales presentan grados considerables de resistencia a los azoles. (26).  

 

En 2020, se llevó a cabo un estudio transversal en un hospital de tercer nivel del norte de 

Perú para determinar la frecuencia y susceptibilidad antifúngica de Candida spp. Se 

analizaron 232 aislamientos, encontrando una frecuencia de C. albicans del 11,2 % y de 

otras especies del 19,8 %. En cuanto a la susceptibilidad antifúngica, se detectó una 

resistencia al fluconazol del 19,6 % y al voriconazol del 21,7 %. Los investigadores 

concluyeron que la frecuencia de Candida spp. muestran una alta resistencia a los azoles, 

lo que podría incrementar los riesgos de morbilidad y mortalidad. (27). Sin embargo, el 

estudio no aborda los mecanismos moleculares que explican dicha resistencia, como 

mutaciones o sobreexpresión de genes.  

 

En 2022, en Lima, Perú, se realizó un estudio para determinar la prevalencia de genes 

asociados con la resistencia al fluconazol y voriconazol en cepas de C. albicans. Este 

estudio observacional, descriptivo y transversal incluyó 176 cepas de Candida spp. 

aisladas de hemocultivos. Los resultados indicaron que el 77,8% de las cepas 

correspondían a C. albicans, de las cuales el 7,7% eran resistentes al fluconazol y el 5,1% 

al voriconazol. En todas las cepas resistentes a los azoles, se detectaron mutaciones en el 
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gen ERG11, destacándose la sustitución del aminoácido tirosina por histidina en la 

posición 257 de la proteína (Y257H). El estudio concluyó que esta mutación en ERG11 

está directamente relacionada con la resistencia al fluconazol y voriconazol, debido a un 

cambio en la afinidad de la proteína hacia estos antifúngicos (28). 

 

En 2022, se realizó un estudio en Cajamarca, Perú, para investigar la frecuencia de 

mutaciones en el gen ERG11 en aislamientos clínicos de C. albicans resistentes a 

fluconazol. Los aislamientos fueron recolectados durante ocho meses de pacientes 

atendidos en el Hospital II EsSalud de Cajamarca. Se determinó que el 19,0 % de los 

aislamientos de C. albicans eran resistentes al fluconazol, siendo las secreciones 

vaginales la principal fuente de aislamientos resistentes (59,0 %), seguidas por aspirados 

bronquiales (33,0 %) y esputos (8,0 %). El análisis molecular de 12 aislamientos 

resistentes identificó 73 mutaciones en el gen ERG11. De estas, solo el 25,0 % 

correspondieron a mutaciones previamente reportadas, destacándose la mutación A114S 

y Y257H, que se encontró en una gran proporción de los aislamientos resistentes. El 

estudio concluyó que las mutaciones en ERG11, incluida A114S y Y257H, desempeñan 

un papel crucial en la resistencia de C. albicans al fluconazol. (29). 
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2.2 Bases Teóricas 

2.2.1 Candida spp. 

El género Candida se encuentra clasificado taxonómicamente dentro del reino Fungi, 

orden Sacharomycetales y familia Saccharomycetaceae. Se trata de una levadura redonda 

u ovalada de 4-6 µm de tamaño. Muchas de las especies pertenecientes a este género 

presentan la capacidad de crecer de diferentes formas dependiendo de las condiciones 

ambientales. Así, en determinadas circunstancias las células se alargan y se diversifican 

tomando la apariencia tanto de pseudohifas como de hifas verdaderas (30). Este género 

de levadura incluye patógenos oportunistas comunes en el ser humano, con características 

saprotróficas y cosmopolitas, algunos factores ambientales pueden influir de manera 

importante en su desarrollo patogénico, tal es el caso del pH que cuando es superior a 7 

permite el cambio de la forma levaduriforme a hifa, estructura responsable de la invasión 

de tejidos y por tanto de la patogenicidad de la levadura (31, 32).  

Incluye dentro de su género alrededor de 200 especies y de estas, aproximadamente 20 

están implicadas en el desarrollo de infecciones en el humano, algunas con más frecuencia 

que otras, debido a que únicamente alrededor del 30,0 % de las especies de Candida son 

capaces de crecer a 37ºC, condición necesaria para poder desarrollarse en los tejidos 

humanos. Dentro de las especies infectivas tenemos a C. albicans, la que se aísla de forma 

predominante en las muestras clínicas, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata, C. 

tropicalis y C. krusei. Otras especies que también se han aislado en los pacientes como 

agentes infecciosos son: C. auris, C. guillermondii, C. lusitanie, C. dubliniensis, C. 

pelliculosa, C. kefyr, C. lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa y C. rorvegensis 

(30, 33). 
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2.2.1.1 Factores de patogenicidad de Candida spp. 

Las especies de Candida presenta características que les permiten diseminarse, invadir, 

infectar y resistir a diferentes factores extrínsecos e intrínsecos. Entre los factores de 

patogenicidad que destacan; están las adhesinas, las cuales facilitan a las especies de 

Candida su unión con las células presentes en el hospedador infectado (epiteliales, 

endoteliales y fagocíticas), además les permiten adherirse a diversas superficies (material 

quirúrgico e implantes médicos) que en ocasiones favorecen la formación de biopelículas. 

El segundo factor es la presencia de distintos tipos de enzimas, Candida, expresa tres 

clases diferentes de hidrolasas secretadas: proteasas, fosfolipasas y lipasas; las cuales 

pueden favorecer la invasión en el hospedador generando daño en los tejidos. El tercer 

factor es la denominada morfogénesis, capacidad de algunas de las especies de estas 

levaduras de presentar polimorfismo con alternancia de morfologías (depende de las 

condiciones ambientales), cada morfología tiene una relevancia en la infección. Luego 

tenemos el switching fenotípico o cambio en la morfología de la colonia (desencadenado 

por numerosos factores ambientales), lo cual ayuda a la supervivencia en diferentes 

ambientes y a la evasión de la respuesta inmune del hospedador.  Y por último tenemos 

la formación de biopelículas, la cual proporciona resistencia a los fármacos antifúngicos 

y al sistema inmunitario del hospedador. La capacidad de resistencia de las especies de 

Candida suma los diferentes mecanismos de patogenicidad en el que intervienen 

diferentes factores como la adhesión, el crecimiento y las variaciones morfológicas (33–

35). 
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2.2.1.2 Candidiasis 

Es la infección causada por Candida spp., la cual coloniza la piel, las uñas, las mucosas 

bucofaríngeas, gastrointestinales y vaginales, generando diferentes tipos de candidiasis 

(Tabla 1), dependiendo del lugar donde colonice el patógeno, pueden ser superficiales e 

invasoras (36). Cuando el sistema inmunológico humano se encuentra comprometido, 

Candida puede transformarse rápidamente de un hongo comensal no patógeno a un 

agente patógeno, provocando infecciones que van desde una candidiasis superficial hasta 

formas más graves, como candidiasis invasiva y candidemia. A nivel global, la 

candidiasis invasiva afecta anualmente a más de 1 565 000 personas y se asocia con una 

alta tasa de mortalidad, causando aproximadamente 1 000 000 de muertes al año (37). 

Según los factores predisponentes del paciente, como condiciones fisiológicas, 

alteraciones endocrinas, enfermedades asociadas y trastornos inmunológicos, el cuadro 

clínico de las infecciones por Candida puede agravarse significativamente (36, 37). Estos 

factores no solo predisponen a inflamaciones locales, sino que también pueden llevar a 

formas diseminadas de la enfermedad, capaces de evolucionar hacia sepsis y, en casos 

graves, la muerte. Dependiendo de la evolución, estas infecciones pueden presentarse en 

cuadros clinicos agudo, subagudo o crónico. La tasa de mortalidad asociada es elevada, 

variando entre el 30 % y el 50 %, dependiendo del tipo de infección, la especie de Candida 

involucrada y el perfil del paciente, especialmente en aquellos inmunocomprometidos, 

como los que padecen cáncer, VIH/SIDA o se encuentran en cuidados intensivos. La 

mortalidad tiende a ser mayor en infecciones invasivas, como candidemia o candidiasis 

diseminada, debido a la dificultad en el diagnóstico temprano y la resistencia antifúngica 

en algunas cepas (36–38). Estos datos resaltan la importancia de una detección precoz y 

un manejo clínico adecuado para reducir la morbimortalidad asociada, especialmente en 

pacientes de alto riesgo. 
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Tabla 1. Tipos de Candidiasis clínicas. 

Candidiasis Presentación clínica Factores de riesgo 

Superficiales 

(cutánea y 

mucosas) 

Orofaringitis  Radioterapia para el cáncer de cabeza y cuello, uso de 

corticoides, edades extremas, prótesis dental. 

Esofagitis  Cáncer.  

Vulvovaginitis  Uso de antibióticos, infección por el VIH, diabetes 

mellitus, uso sistémico de corticoides, anticonceptivos 

orales, embarazo. 

Cutánea  Humedad y maceración cutánea, enfermedades 

vasculares. 

Cutánea congénita Prematuridad, progenitora con dispositivo intrauterino. 

Mucocutánea crónica  Deficiencia en linfocitos T, enfermedades 

endocrinológicas. 

Invasoras Candidemia  Uso prolongado de antibióticos y estancias largas en 

hospital, alteración de la integridad intestinal, nutrición 

parenteral total, edades extremas, desnutrición, terapia 

inmunosupresora, neutropenia, trasplante de células 

madre u órganos sólidos, infección por el VIH con 

recuentos bajos de CD4, insuficiencia 

renal/hemodiálisis, diabetes mellitus, quemaduras 

graves. 

Urinaria Diabetes mellitus, sonda urinaria, obstrucción urinaria, 

cirugía urológica. 

Neumonía  Aspiración.  

Endocarditis  Cirugías mayores, antecedentes de endocarditis 

bacteriana y enfermedad valvular, presencia de catéter 

venoso central o válvula protestica durante periodos 

largos, abuso de fármacos intravenosos. 

Pericarditis  Cirugía torácica, presencia de catéteres 

intravasculares. 

Sistema nervioso 

central  

Cirugía en el sistema nervioso central, derivación 

ventriculoperitoneal. 
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Fuente: Arya et al. (36) 

Dentro de los tipos de candidiasis, la vulvovaginal es la más frecuente a nivel global, 

siendo la infección más común del tracto reproductivo femenino, se estima que afecta 

aproximadamente al 75,0 % de todas las mujeres al menos una vez en la vida; aunque a 

principio era tratada con antifúngicos de primera línea y mostraba un tratamiento positivo, 

actualmente ya no presenta dicha capacidad, lo cual la convierte en una infección de 

interés clínico (38). 

 

2.2.1.3 Prevalencia de Candida spp. 

En los EE. UU., un promedio del 37,0 % de los recién nacidos pueden verse afectados 

por candidiasis bucal durante los primeros meses de vida. En pacientes 

inmunodeprimidos se presentan con mayor frecuencia, por ejemplo, más del 60,0 % de 

los pacientes con VIH presentan candidiasis, en pacientes diabéticos la prevalencia es de 

13,7 % a 64,0 % (34). En las diferentes bases de datos se encontraron los siguientes 

valores referente al continente asiático, como en Nueva Delhi se ha reportado 

prevalencias entre 6,0 y 18,0 % para infecciones por Candida spp, en el norte de India 

una prevalencia del 8,1 % para aislamientos de Candida spp, y al Sur de India se reveló 

una prevalencia de 5,7 %. En América Latina la prevalencia fue de 1,18/1000 admisiones 

hospitalarias (15, 39). La candidiasis es considerada una de las principales enfermedades 

Ocular  Cirugía ocular o trauma. 

Huesos y 

articulaciones 

Cirugía, trauma o inyecciones intraarticulares, 

infección en el pie diabético. 

Abdominal Trasplante de órgano sólido, perforaciones recurrentes, 

cirugía abdominal repetida, fugas anastomóticas, 

pancreatitis, diálisis peritoneal continua ambulatoria. 
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fúngicas desatendidas por el sector salud a nivel global, trayendo consigo consecuencias 

en sus tasas de morbilidad y mortalidad (39).  

Se ha reportado diferentes estudios sobre las especies de Candida y su predominancia a 

nivel global. C. albicans es el patógeno predominante en el norte y centro de Europa, en 

Estados Unidos y en gran parte de América Latina. Asimismo, las especies Candida no 

albicans predominan en Asia, el sur de Europa y el sur de América. En el norte y centro 

de Europa, en los Estados Unidos y en Asia (varía según la configuración, el diseño del 

estudio y la región geográfica), C. glabrata es la de mayor proporción. En el sur de 

Europa, sur de América y Asia, predomina C. parapsilosis y en Asia Oriental y Argentina 

(varía según el diseño del estudio y la región geográfica), tiene una predominancia de C. 

tropicalis. La especie de C. krusei se encontró en menor proporción en todas las regiones 

geográficas (40). Por otra parte, C. auris ha tomado relevancia en los últimos años en 

todo el mundo debido a un brote emergente, lo cual ha puesto en alerta epidemiológica a 

todo el sector salud global; su predominancia ya ha llegado hasta países latinoamericanos 

como, Venezuela, Colombia, Perú, entre otros. La frecuencia de las especies de Candida 

causantes de infecciones presenta importantes variaciones según la localización 

geográfica y el perfil del paciente (41). 

 

2.2.1.4 Diagnóstico de Candida spp. 

Existen diversos métodos para el diagnóstico de Candida spp., los cuales incluyen 

enfoques microbiológicos, moleculares, inmunológicos y automatizados. Los métodos 

microbiológicos abarcan principalmente exámenes directos, como el uso de hidróxido de 

potasio (KOH), técnicas de diferenciación como el tubo germinativo, formación de 

biopelículas en BHI y pruebas de termotolerancia, entre otros. Además, se emplean 
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cultivos en medios como Agar Sabouraud Dextrosa con cloranfenicol o ChromAgar 

Candida (42). 

Por otro lado, las técnicas moleculares e inmunológicas, como PCR, MALDI-TOF, PNA-

FISH y ELISA, también son ampliamente utilizadas (43, 44). Sin embargo, en la 

actualidad, se han desarrollado sistemas automatizados que ofrecen mayor sensibilidad, 

precisión y rapidez en la identificación de estas levaduras. Entre ellos se encuentran 

MicroScan WalkAway96, MicroScan autoSCAN4, Vitek Compact™, Phoenix™, 

Fungichrom™, y Auxacolor™. Estos sistemas, mediante paneles especializados, 

permiten detectar no solo la especie de Candida, sino también, en algunos casos, 

determinar la resistencia a distintos antifúngicos (fungigrama) (45, 46).  

El gold standard para identificar Candida spp. es el cultivo en medios específicos, como 

el ChromAgar Candida o ChromAgar Candida plus, seguido de la identificación 

fenotípica y molecular. Estos métodos permiten diferenciar especies de Candida 

basándose en características morfológicas, bioquímicas y genéticas (44). 

 

2.2.2 Antifúngicos 

Son compuestos, naturales o sintéticos, que pueden producir modificaciones en 

estructuras básicas de la célula fúngica inhibiendo su desarrollo y alterando su viabilidad, 

evitando el desarrollo de infecciones. Estos fármacos son bastante limitados, solo existen 

cuatro familias de fármacos antifúngicos utilizados en el tratamiento de las infecciones: 

polienos, azoles, equinocandinas y los análogos de la pirimidina (47). Los principales 

fármacos antifúngicos frente a distintas infecciones fúngicas son: fluconazol, itraconazol, 

voriconazol, posaconazol, isavuconazol, anfotericina B, caspofungina, micafungina, 

entre otras variedades de fármacos. Muchos de ellos utilizados en primera línea frente a 
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las infecciones por levaduras, como los azoles. Actualmente, se viene desarrollando 

nuevos fármacos con mayor capacidad frente a las infecciones fúngicas, tales como 

Rezafungina, Ibrexafungerp, Fosmanogepix, Olorofima, entre otros (46, 47). 

En la mayoría de los casos, los fármacos antimicóticos actúan sobre la membrana 

citoplasmática de los hongos, interfiriendo específicamente en la síntesis de ergosterol, 

un componente esencial de dicha membrana, lo que constituye el principal mecanismo de 

acción de diversas familias de antifúngicos. Por ejemplo: los azoles se unen a la enzima 

Erg11, inhibiendo la síntesis de ergosterol; los polienos se unen al ergosterol e inducen la 

formación de poros en la membrana celular, provocando la fuga intracelular de iones; las 

equinocandinas inhiben la enzima beta-glucano sintasa, lo que altera la arquitectura de la 

pared celular; y los análogos de la pirimidina se incorporan a los ácidos nucleicos, 

interrumpiendo la biosíntesis de ADN y ARN (48, 49). Los sitios de acción de los 

antifúngicos se pueden evidenciar en la Figura 1. 

Figura 1. Sitio de acción de los antifúngicos 

Fuente: Czajka et al. (49) 
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2.2.2.1 Azoles 

Son fármacos fungistáticos sintéticos, heterocíclicos de cinco átomos, que se caracterizan 

por tener un anillo imidazólico libre, unido mediante enlace C-N a otros anillos 

aromáticos. En relación al número de nitrógenos que contienen en el anillo imidazólico 

se dividen en imidazoles (2 nitrógenos) y triazoles (3 nitrógenos) (46).  

Los azoles ejercen su acción antifúngica sobre la membrana celular al inhibir enzimas 

relacionadas con el citocromo P450, específicamente la 14-α-desmetilasa, que es clave 

en la biosíntesis del ergosterol, el principal componente de la membrana celular fúngica. 

La unión de uno de los nitrógenos libres del anillo imidazólico del antifúngico con un 

átomo de hierro en el sitio activo de la enzima bloquea la activación del oxígeno, un paso 

crucial para la desmetilación del lanosterol, un intermediario esencial en la síntesis del 

ergosterol (50). 

La inactivación de la 14-α-desmetilasa provoca la acumulación de 14-α-metil-esteroles, 

lo que altera la membrana celular al interferir con las funciones normales del ergosterol. 

Además, los imidazoles afectan la síntesis y desintoxicación del peróxido de hidrógeno 

(H₂O₂), lo que conduce a su acumulación, causando estrés oxidativo y daño en los 

organelos celulares. Por su parte, los triazoles también inhiben la 14-α-esterol-demetilasa 

dependiente del citocromo P450, lo que interfiere en la conversión de precursores del 

ergosterol y genera la acumulación de moléculas como el lanosterol, 4,14-

dimetilzimosterol y 24-metilen-dihidro-lanosterol. Este proceso resulta en la formación 

de una membrana plasmática fúngica con alteraciones estructurales y funcionales. 

Adicionalmente, los azoles también afectan la biosíntesis de triglicéridos y fosfolípidos, 

contribuyendo a un desbalance en los procesos metabólicos de las células fúngicas (51, 

52) . 
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Entre los compuestos azólicos más utilizados en la actualidad destacan: los imidazoles 

(ketoconazol, miconazol y clotrimazol) y los triazoles (fluconazol, voriconazol e 

itraconazol). Estos compuestos son utilizados como fármacos de primera y segunda línea 

en los tratamientos de infecciones fúngicas (46, 53). 

 

2.2.3 Ergosterol  

El ergosterol, un esterol exclusivo de los hongos, desempeña un papel esencial en su 

crecimiento, proliferación, adaptación al estrés y desintoxicación celular. Por ello, el 

estudio de su biosíntesis es crucial para comprender la biología de estos organismos. 

Además, el ergosterol se utiliza como precursor en la síntesis de fármacos esteroides (54). 

Su producción se basa principalmente en la fermentación de levaduras, y se han 

implementado diversas estrategias moleculares para aumentar su rendimiento, como la 

optimización de las condiciones de fermentación, la manipulación genética de la ruta 

biosintética y la identificación de mutantes con una mayor producción de ergosterol (55). 

Durante el proceso de biosíntesis del ergosterol, los genes ERG3 y ERG11 juegan roles 

clave. ERG11 codifica la enzima lanosterol 14-α-desmetilasa, responsable de la 

desmetilación del lanosterol, un paso esencial en la vía de síntesis del ergosterol. Por su 

parte, ERG3 codifica la C5-esterol desaturasa, que interviene en la conversión de 

intermediarios hacia el ergosterol, como el episterol. Las mutaciones en estos genes están 

directamente relacionadas con la resistencia a los antifúngicos de la familia de los azoles. 

En ERG11, las mutaciones pueden alterar la afinidad de la enzima hacia los azoles, 

reduciendo la efectividad del tratamiento antifúngico. En el caso de ERG3, las mutaciones 

pueden inactivar su función, llevando a la acumulación de intermediarios como el 14-α-
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metilfecosterol, que no es tóxico para las células fúngicas, lo que contribuye a la 

resistencia (56). 

Además del ergosterol, intermediarios de su ruta biosintética como el zimosterol y el 

lanosterol tienen aplicaciones industriales, ya que son utilizados como emulsionantes y 

precursores de sustancias reductoras del colesterol (57). Su producción también se ha 

optimizado mediante técnicas de manipulación genética (58). Las modificaciones 

metabólicas de esta vía han permitido la síntesis de compuestos como terpenoides y 

esteroides, a través de mutagénesis dirigida en genes relacionados con la ruta, como 

UPC2P (G888A), ERG20P (K197G) y HMG2P (K6R) (57). 

Dado que el ergosterol es exclusivo de los hongos, cada paso enzimático de su vía 

biosintética representa un objetivo potencial para el desarrollo de nuevos antifúngicos. 

Los genes ERG3 y ERG11, al estar directamente involucrados en la síntesis del ergosterol 

y a la resistencia a los azoles, son puntos estratégicos para el diseño de terapias dirigidas 

que mejoren la eficacia de los tratamientos antifúngicos actuales (56, 59). 

 

2.2.4 Resistencia a los antifúngicos 

Es la capacidad de un microorganismo fúngico patógeno, frente a una concentración de 

agente antimicrobiano (fármaco), ocasionando que el antimicrobiano no cumpla con su 

accionar en la especie fúngica. La resistencia a los antifúngicos puede ser intrínseca 

(primaria) o adquirida (secundaria). Durante los últimos años muchas especies de hongos 

han ido adquiriendo capacidades de resistencia a los principales medicamentos de primera 

línea, lo que ha puesto en alerta al sector salud, permitiendo desarrollar nuevos 

tratamientos para contrarrestar capacidad de resistencia (48). 
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Este fenómeno resulta de adaptaciones genéticas y fenotípicas que permiten a los hongos 

evadir los efectos de los antifúngicos. Los perfiles de resistencia pueden establecerse 

frente a diferentes grupos de antifúngicos, como azoles, polienos, equinocandinas y 

derivados de la pirimidina, o subgrupos específicos como imidazoles y triazoles (60–62). 

Actualmente, se ha identificado la capacidad de las especies de Candida para desarrollar 

resistencia secundaria a distintos tipos de azoles, lo que les confiere un perfil de 

multirresistencia, representando un desafío significativo en el tratamiento antifúngico 

(62). 

 

2.2.5 Determinación de resistencia a los antifúngicos 

El CLSI ha estandarizado dos métodos principales para determinar la sensibilidad de los 

antifúngicos. El primero es el método de microdilución en caldo, aplicable tanto a 

levaduras (documentos M27-A4, M60, M57 y M59) como a hongos filamentosos y 

dermatofitos (documentos M38-A3, M61, M57 y M59). El segundo es el método de 

difusión en agar, diseñado para levaduras (documentos M44-A2 y M60) y para hongos 

filamentosos no dermatofitos (documentos M51-A y M61) (63–65). 

Por su parte, el EUCAST también ha desarrollado métodos estandarizados de 

microdilución, aplicables a levaduras (documento E.DEF 7.3.1) y hongos filamentosos 

(documento E.DEF 9.3). Aunque los métodos propuestos por el CLSI y el EUCAST 

comparten muchas similitudes, existen diferencias metodológicas en aspectos como la 

concentración de glucosa en el medio de cultivo, la forma del fondo de la microplaca, la 

cantidad de inóculo (que es mayor en el método EUCAST), el tipo de lectura y el tiempo 

de incubación. A pesar de estas diferencias, los resultados obtenidos mediante ambos 

métodos suelen ser comparables (64, 66, 67). 
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Ambos métodos permiten comparar y determinar cepas susceptibles (que no han 

adquirido resistencia) y cepas resistentes (que exhiben mecanismos de resistencia 

intrínseca o adquirida) (63). Asimismo, existen otros métodos comerciales aprobados por 

la FDA que permiten una lectura más fácil, así como la automatización de los mismos, 

entre los que destacan Sensititre YeastOne colorimetric plate ® (TREK Diagnostic 

Systems), Vitek 2 yeast susceptibility test ® (Biomerieux), ATB Fungus ® (Biomerieux) 

como métodos de microdilución, o Etest ®) y Neo-Sensitabs ® (Rosco Diagnostica) (68, 

69). 

 

2.2.6 Mecanismos de acción de los fármacos antifúngicos 

Los fármacos antifúngicos tienen la capacidad de interactuar con el blanco del patógeno 

(membrana, proteínas de transporte, enzimas, entre otros), la asociación con el blanco 

depende de la familia a la cual pertenezca dicho fármaco antifúngico (polienos, azoles, 

equinocandinas y derivados de la pirimidina) (70). Por ejemplo, los polienos se unen al 

ergosterol, componente esencial de la membrana celular fúngica, y forma poros, 

asimismo, aumentan el nivel de estrés oxidativo dentro de la célula, dañando las 

mitocondrias;  los azoles actúan inhibiendo la síntesis del ergosterol, especificamente la 

enzima Erg11, de tal  modo que se acumulan metabolitos tóxicos y se altera la estructura 

de la membrana, que se vuelve más permeable y vulnerable; las equinocandinas inhiben 

de manera no competitiva el enzima β-1,3-glucano sintetasa, lo que supone pérdida de 

integridad en la pared celular del hongo y los derivados de la pirimidina genera 

alteraciones enzimáticas para finalmente entrar en el núcleo celular e interrumpir la 

síntesis de ADN (52, 70, 71). 
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Los mecanismos de acción de los fármacos se pueden clasificar de acuerdo a su modo de 

acción o su sitio de unión dentro del patógeno: unión al ergosterol y ruptura de las 

membranas celulares fúngicas, inhibición de la síntesis del ergosterol, inhibición de la 

síntesis del 1,3β-D-glucano y alteración de la síntesis de ARN e interferencia con la 

replicación de ADN. El mecanismo de acción varía de acuerdo a los antifúngicos que se 

utilice, muchas especies de hongos para contrarrestar dichos mecanismos han ido 

adquiriendo diferentes capacidades de resistencia (intrínseca) los cuales les permiten 

adaptarse o contrarrestar el accionar del fármaco (52, 71). 

 

2.2.6.1 Mecanismos de resistencia a los azoles 

Los mecanismos de resistencia a los azoles son los más comunes entre las especies del 

género Candida y repercute de manera relevante, ya que estos fármacos son de primera 

línea y los más utilizados para su tratamiento (72). El uso excesivo de azoles en el 

tratamiento, junto con las malas prácticas en la identificación de especies patógenas y la 

profilaxis inadecuada de las infecciones por Candida, ha contribuido al aumento de la 

resistencia. Además, algunas especies del género Candida tales como C. glabrata y C. 

krusei exhiben resistencia intrínseca a los azoles (73).  

Los principales mecanismos que confieren resistencia a los antifúngicos de la familia de 

los azoles en especies del género Candida incluyen mutaciones puntuales en los genes 

que codifican enzimas clave implicadas en la biosíntesis del ergosterol, lo que altera su 

función y afecta la composición de la membrana celular. Además, se observa la 

sobreexpresión de genes asociados con procesos críticos para la estabilidad y 

funcionalidad de la membrana, como aquellos que codifican bombas de eflujo encargadas 

de expulsar los azoles del interior al exterior de la célula, reduciendo así su eficacia. Estos 
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mecanismos, tanto genéticos como funcionales, trabajan en conjunto para facilitar la 

supervivencia de Candida en presencia de los azoles (72, 73).  

Las especies de Candida presentan diversos mecanismos específicos de resistencia 

antifúngica. Uno de los principales es la sobreexpresión de sistemas de bombeo que 

facilitan la expulsión del antifúngico fuera de la célula. Entre estos sistemas se encuentran 

las bombas de eyección de tipo facilitador principal (MF, Major Facilitator), codificadas 

por los genes MDR (Multi-Drug Resistance), y los transportadores tipo casete de unión a 

trifosfato de adenosina (ABC, ATP-Binding Cassette), que son regulados por los genes 

CDR (Candida Drug Resistance). Además, la sobreexpresión del gen ERG11 provoca una 

producción excesiva de la enzima 14-α-desmetilasa, lo que incrementa la síntesis de 

ergosterol, su sustrato, y requiere mayores concentraciones de antifúngico para ser 

efectivo (74–76). 

Otro mecanismo de resistencia radica en las mutaciones genéticas. Por ejemplo, las 

mutaciones en ERG11 disminuyen la afinidad de la enzima 14-α-desmetilasa por los 

azoles, mientras que las mutaciones en ERG3, que codifica la enzima C5 esterol 

desaturasa, evitan la transformación de los esteroles 14-α-metilados en compuestos 

tóxicos. Además, genes como Tac1p y Mrr1p, que regulan la transcripción de 

transportadores asociados con la resistencia antifúngica, también pueden presentar 

mutaciones puntuales que contribuyen a este fenómeno (74, 75). 

En el caso de resistencia asociada a la formación de biopelículas, se observan cambios en 

los estados metabólicos y fisiológicos de las células, una matriz extracelular rica en 

glucano que dificulta la entrada de los azoles al interior celular, alta densidad celular 

capaz de tolerar concentraciones elevadas de antifúngicos y la sobreproducción de 

sistemas de bombeo. Estas alteraciones incluyen modificaciones en el gen ERG11, que 
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afecta la diana del antifúngico, así como mutaciones en ERG3, que alteran la ruta de 

biosíntesis del ergosterol. Además, las alteraciones en el transporte del fármaco, mediadas 

por las bombas de eyección localizadas en la membrana celular (codificadas por los genes 

CDR1, CDR2, MDR1 y MDR2), desempeñan un papel crucial en la resistencia de las 

especies de Candida (74–76). 

 

2.2.7 Mutaciones en ERG3 

Las mutaciones en el gen ERG3, en particular aquellas que generan sustituciones, alteran 

la función de la enzima C-5 desaturasa, esencial en la biosíntesis del ergosterol. Esta 

enzima cataliza la formación de un doble enlace entre los carbonos C-5 y C-6 del anillo 

B del episterol. Este proceso implica la oxidación del episterol, eliminando dos átomos 

de hidrógeno (desaturación). La reacción utiliza oxígeno molecular (O₂) y un donador de 

electrones, como NADPH, para facilitar la transferencia de electrones. El producto 

resultante es el ergosta-5,7,22-trienol, un precursor clave en la biosíntesis del ergosterol 

(77, 78). 

Cuando el gen ERG3 se inactiva o presenta mutaciones puntuales, se bloquea la actividad 

de la C-5 desaturasa, lo que impide la interacción con el episterol y genera un desvío en 

la ruta biosintética. Como resultado, se acumulan intermediarios alternativos, como el 

ergosta-7,22-dienol, que, aunque tóxicos para la célula en condiciones normales, pueden 

integrarse en la membrana celular como un mecanismo compensatorio. Este fenómeno 

tiene como efectos la interrupción de la síntesis de ergosterol, y por otro, una disminución 

en la sensibilidad de las levaduras a los antifúngicos de la familia de los azoles (77, 78). 
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2.2.8 Mutaciones en ERG11 

El gen ERG11 codifica la lanosterol 14- α-desmetilasa, enzima perteneciente a la familia 

del citocromo P450, cuya función es catalizar la desmetilación en la posición C-14 del 

lanosterol, produciendo 4,4'-dimetilcolesta-8,14,24-trieno-3-beta-ol, un paso clave en la 

biosíntesis del ergosterol (79). Las mutaciones en este gen pueden conferir resistencia a 

los antifúngicos debido a la sustitución de aminoácidos, ya sea en el sitio activo o en el 

área de reconocimiento de la enzima Erg11p por los azoles (80, 81). Aunque se han 

identificado más de 169 sustituciones no sinónimas en este gen de cepas de Candida, solo 

algunas están directamente relacionadas con la resistencia a los azoles. Estas variaciones 

estructurales en la 14- α-desmetilasa, codificada por ERG11, afectan la unión de los azoles 

sin comprometer la actividad enzimática, lo que permite que el organismo continúe con 

su metabolismo. Cabe destacar que el gen ERG11 exhibe una notable plasticidad genética, 

lo que favorece los cambios estructurales en la enzima (79–82). 

 

2.2.9 Relación entre las mutaciones en ERG3 y ERG11 

Las mutaciones en ERG11 y ERG3 pueden combinarse para generar resistencia a los 

azoles. Las alteraciones en ERG11 reducen la afinidad de la lanosterol 14-α-desmetilasa 

por los azoles, permitiendo la acumulación de intermediarios como el 14-α-

metilfecosterol, tóxicos para la célula. Por su parte, las mutaciones en ERG3 interrumpen 

la conversión de fecosterol en episterol, evitando la formación de derivados más tóxicos 

y favoreciendo la acumulación de esteroles alternativos, como el ergosta-7,22-dienol, que 

reemplaza parcialmente al ergosterol (Figura 2). Esta interacción metabólica permite que 

las células sobrevivan en presencia de los azoles, reforzando su resistencia antifúngica. 

(50, 78, 81). 
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Figura 2. Vía biosintética del ergosterol en C. albicans con bloqueo de las funciones de 

ERG11 y ERG3 

Fuente: Sanglard et al. (50) 
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2.2.10 Diagnóstico molecular de mecanismo de resistencia 

Existe diferentes metodologías para detección molecular principalmente, PCR (reacción 

en la cadena de la polimerasa), secuenciamiento Sanger, NGS, pruebas en la detección y 

amplificación basada en la secuenciación de los ácidos nucleicos (NASBA), la qPCR 

(tiempo real) con sondas fluorescentes para la detección de polimorfismos de un solo 

nucleótido (SNP), sonda de transcripción inversa RNAm en los principales genes de 

resistencia a fármacos, como ERG11, MDR1, CDR1 y CDR2 o actualmente técnicas 

automatizadas (83). 

 

2.2.11 Secuenciamiento Sanger 

En la secuenciación por el método de Sanger, el ADN amplificado o el ADN 

complementario (ADNc) se une a un oligonucleótido cebador y se extiende utilizando la 

enzima ADN polimerasa. Durante este proceso, se emplea una mezcla de los cuatro 

desoxinucleótidos trifosfato (dNTP: dATP, dGTP, dCTP y dTTP) junto con 

didesoxinucleótidos trifosfato (ddNTP: ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP), que actúan 

como terminadores de cadena. La incorporación de los ddNTP en concentraciones 

limitadas detiene la elongación en diferentes puntos, generando fragmentos de ADN de 

distintas longitudes que pueden ser diferenciados (84, 85). 

A lo largo de esta evolución, y hasta el día de hoy, la secuenciación de ADN de Sanger 

ha servido como el estándar de oro para la determinación de secuencias de ácidos 

nucleicos (NA) (85).  
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CAPÍTULO III 

DISEÑO DE CONTRASTACIÓN DE HIPÓTESIS 

 

3.1 Nivel de Investigación 

Descriptivo, ya que busca detallar la variabilidad genética asociada a la resistencia a los 

azoles en aislados de Candida, al observar y registrar las características de las variables 

sin modificarlas. 

3.2 Tipo y Diseño de investigación 

El presente estudio es de tipo básico, ya que genera conocimiento fundamental para 

futuras investigaciones aplicadas sobre la variabilidad genética en los genes ERG3 y 

ERG11 en aislados de Candida resistentes a los azoles. Además, es de diseño 

observacional, ya que se limita a recopilar información mediante la observación, y 

transversal, dado que los datos se obtienen en un único momento.  

3.3 Diseño metodológico 

3.3.1 Material Biológico 

El número de asilamientos de Candida spp., analizados fue 204 los cuales fueron 

obtenidos de pacientes atendidos en el laboratorio de Microbiología del Área de Patología 

en el Hospital II EsSalud – Cajamarca, durante el año 2022. 

Marco muestral 

Registro de los aislamientos identificados parcial o completamente como Candida spp., 

en el laboratorio de Microbiología del Área de Patología en el Hospital II EsSalud – 

Cajamarca, durante el año 2022. 
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Unidad de análisis 

Cada uno de los aislamientos de Candida spp. provenientes de pacientes atendidos en el 

laboratorio de Microbiología del Área de Patología en el Hospital II EsSalud – Cajamarca, 

durante el año 2022. 

 

3.3.2 Autorización y transporte de los aislamientos de Candida spp.  

Se solicitó autorización por escrito al jefe del Laboratorio del Área de Patología del 

Hospital II EsSalud de Cajamarca para el acceso al cepario del año 2022 (Apéndice 1). 

Los 204 aislamientos de levaduras estuvieron preliminarmente identificados como 

Candida spp. Los aislamientos fueron transportados en cadena de frío desde el 

Laboratorio del Área de Patología del Hospital II EsSalud de Cajamarca hasta el 

laboratorio de Microbiología del Departamento de Ciencias Biológicas de la Universidad 

Nacional de Cajamarca para ser procesados.  

 

3.3.3 Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

Los datos de los aislamientos (origen, sexo y edad del paciente, servicio y área 

hospitalaria) se obtuvieron de los informes y registros clínicos del laboratorio de 

Microbiología; esta información se relaciona con los pacientes atendidos en el Hospital 

II EsSalud de Cajamarca durante el año 2022. Dichos datos se recopilaron mediante una 

ficha diseñada por el investigador; no se tomó datos que identifiquen a las personas 

(Apéndice 2). 

Además, todas las características fenotípicas encontradas en los aislamientos de Candida 

spp. se registraron en la tabla elaborada en la investigación (Apéndice 3). 
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3.3.4 Reactivación y evaluación de la pureza de los aislamientos de Candida spp. 

La reactivación de los aislamientos se llevó a cabo inoculando de 2 a 4 colonias en un 

tubo de ensayo con tapa rosca, que contenía 5 mL de caldo BHI. Este tubo se incubó a 37 

°C durante 24 h. Posteriormente, se sembró el cultivo en agar Sabouraud sin antibiótico 

y se mantuvo a 37 °C durante 24 h. Después de la incubación, se evaluaron las 

características morfológicas (aspecto, tamaño, forma, color, elevación de la colonia) y la 

pureza de cada aislamiento (86). 

Para evaluar la pureza del cultivo, se realizó un examen directo y un examen con 

hidróxido de potasio (KOH al 10%). Para ello, se tomó una asada de las colonias 

reactivadas y se diluyó en una gota de solución salina para el examen directo, así como 

en una gota de hidróxido de potasio al 10% para el examen con KOH. Luego, se 

observaron las muestras bajo el microscopio óptico, registrando las observaciones 

obtenidas (86, 87). 

 

3.3.5 Identificación fenotípica de las especies de Candida 

3.3.5.1 Utilizando el medio cromogénico CHROMagar Candida  

Los aislamientos reactivados de Candida spp. se sembraron en placas Petri con 

CHROMagar™ Candida Plus y se incubaron a 37°C durante un periodo de 24 a 48 h. Al 

término de este período se evaluó el crecimiento y el color de las colonias formadas. El 

color observado resulta de una reacción cromogénica, producto de la acción de la enzima 

β-glucosidasa, que hidroliza un cromógeno específico para cada especie de Candida, en 

presencia de un indicador particular. La interpretación del color de las colonias se realizó 

conforme a lo establecido en la tabla 2 (44, 88). 
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Tabla 2. Características de las colonias de Candida spp. en CHROMagar Candida Plus 

Especies Aspecto de la colonia 

C. albicans Verde (tono turquesa u oscuro) 

C. dublinensis Verde opaco 

C. tropicalis Azul metálico 

C. parapsilosis Blanco a tonalidad marrón 

C. glabrata De malva a morado 

C. krusei Rosa pálido 

 

3.3.5.2 Prueba del tubo germinal 

Se siguió el método descrito por Hernández y Pérez, con algunas modificaciones, 

seleccionado por su alta sensibilidad (98,0%) y especificidad (99,6%) para diferenciar C. 

albicans de otras especies. En esta prueba se diluyó una porción de colonia de la levadura 

a evaluar en 0,5 ml de suero humano; esta muestra se incubó a 37°C durante un periodo 

de 2 a 4 h. Para completar la prueba, una gota de la emulsión fue puesta sobre un 

portaobjetos limpio y desengrasado, observándose bajo un microscopio óptico con 

aumentos de 100X y 400X. Los resultados se interpretaron de acuerdo con la descripción 

de la tabla 3 (89–91). 

Tabla 3. Características microscópicas de Candida spp para la prueba de tubo 

germinativo. 

Especies Tubo germinativo 

C. albicans y  

C. dubliniensis  

Presencia de tubo germinal: blastoconidias con prolongaciones 

angostas, no septadas en su origen. 

C. tropicalis y  

C. parapsilosis 

Presencia de pseudohifas: blastoconidias acompañadas de 

prolongaciones que inician desde un septo y tienen mayor 

ancho y largo que las hifas de los tubos germinales. 

C. glabrata Ausencia de cualquier tipo de filamentación: blastoconidias 

pequeñas redondas y uniformes. 

C. krusei Filamentación variable 
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3.3.5.3 Producción de velo o película 

En esta prueba se tomó en cuenta las indicaciones de Moreno et al., se inoculó una porción 

de colonia de levadura en un tubo de vidrio con 3 mL de caldo BHI. La muestra se incubó 

a 37°C durante 24 h (89, 92). La interpretación del resultado se hizo conforme a lo 

descrito en la tabla 4. 

Tabla 4. Características de Candida spp. para la producción de velo o película en BHI. 

 

 

 

 

 

3.3.5.4 Termotolerancia 

En esta prueba se siguió las indicaciones de Brito A.; con algunas modificaciones, las 

cepas que mostraron coloración verde opaco en el medio CHROMagar™ Candida Plus 

fueron inoculadas en tubos con agar Sabouraud sin antibiótico. Los tubos se incubaron a 

45°C durante 24 h (89, 91). La interpretación de los resultados se realizó de acuerdo con 

lo descrito en la tabla 5. 

Tabla 5. Características de las colonias de Candida spp. para crecimiento a 42°C. 

Especies Crecimiento 

C. albicans Crecimiento óptimo. 

C. dubliniensis Crecimiento nulo o escaso. 

Especies Producción de velo o película 

C. albicans (+) 

C. dubliniensis (+) 

C. tropicalis (+++) 

C. parapsilosis (+) 

C. glabrata (+) 

C. krusei (++) 
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3.3.6 Preparación de los inóculos fúngicos 

Cada una de las levaduras fue sembrada en placas con agar Sabouraud e incubadas a 37°C 

durante 24 h. Posteriormente, se tomó de 3 a 5 colonias para resuspenderlas en 3 mL de 

solución salina fisiológica estéril (SSFE) hasta alcanzar una turbidez equivalente al tubo 

0,5 del estándar de turbidez de McFarland en el nefelómetro, la cual corresponde a una 

concentración aproximada de 1,5 x 10⁸ UFC/mL (89, 91). 

 

3.3.7 Prueba de sensibilidad a los antifúngicos para Candida spp 

Para la determinación de la sensibilidad a los antifúngicos (antifungigrama), se siguió las 

recomendaciones de Meiss et al., con algunas modificaciones, basado en el método de 

difusión en disco. Primero, con ayuda de un hisopo estéril, se diseminó el inóculo 

preparado en el paso anterior sobre la superficie de la placa con agar Mueller Hinton 

modificado (medio + 2 % glucosa y 0,5 mg/mL de azul de metileno) (Anexo 1); el estriado 

se hizo en tres direcciones diferentes cubriendo toda la superficie del medio, dejando 

secar el inóculo con la placa volteada de 3 a 5 min. Luego de este tiempo, y con ayuda de 

una aguja estéril, se dispuso los antifúngicos contenidos en discos (Liofilchem®) sobre 

la superficie del agar presionando suavemente (89, 91, 93). Los antifúngicos utilizados 

fueron: triazoles (fluconazol y voriconazol) e imidazoles (clotrimazol y miconazol). La 

distancia entre los discos se estableció según lo indicado en el "Manual de procedimientos 

técnicos para el diagnóstico micológico", colocándolos a 20 mm del borde de la placa y 

separados entre sí por 40 mm (89), las concentraciones de los antifúngico por disco se 

describen en la Tabla 6. 

Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h en aerobiosis; al cabo del tiempo 

de incubación se realizó la medición de los halos de inhibición y se interpretó según las 
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categorías establecidas por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI):  sensible 

(S), intermedio (I) y resistente (R) (89, 94–96), se interpretaron los resultados utilizando 

los puntos de corte descritos en la Tabla 6.  

Tabla 6. Concentración de antifúngicos en discos y diámetros de halos de susceptibilidad 

(94–96). 

Antifúngico Disco 
Diámetro (mm) 

1R 2I 3S 

Fluconazol 25 𝜇𝑔 ≤14 15-18 ≥19 

Voriconazol 1 𝜇𝑔 ≤13 14-17 ≥17 

Clotrimazol 50 𝜇𝑔 ≤10 11-19 ≥20 

Miconazol 10 𝜇𝑔 ≤11 12-19 ≥20 
1R: Resistente  
2I: Intermedio 
3S: Sensible 

 
 
 

3.3.8 Extracción de ADN de cepas de Candida spp. 

Se siguieron las recomendaciones descritas por Sambrook y Russell, con algunas 

modificaciones (97). Las levaduras se sembraron en Agar Sabouraud Dextrosa a una 

temperatura de 30 °C durante 24 h; se procedió a realizar el proceso de digestión celular, 

el cual consistió en suspender de 2 a 4 colonias aisladas en 500 µL de agua grado 

molecular (contenido en un microtubo de 1,5 mL) hasta obtener una mezcla homogénea, 

ayudados por el procedimiento de aspirar y soltar la suspensión con la ayuda de una 

micropipeta o realizando un vortex leve durante 10 s. Posteriormente, a la suspensión se 

le agregó 1 mL de buffer de lisis (ver Anexo 2) y se mezcló en vortex durante 20 s. Luego, 

se centrifugó a 14 000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente, y se descartó el 

sobrenadante, dejando aproximadamente 50 µL del contenido sobre el pellet. Después, se 

agregó 0,5 mL de buffer de lisis y se homogenizó por inversión manual unas 60 veces. 
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Finalmente, se adicionaron 20 µL de beta-mercaptoetanol y 10 µL de proteinasa K, 

seguido de un vortex de 10 s. La mezcla se incubó toda la noche en un termobloque a 56 

°C durante 12 h (97). 

El siguiente paso fue extraer ADN utilizando la técnica del fenol/cloroformo/alcohol 

isoamílico, en proporciones de 25:24:1 (FCAI). El producto digerido se mezcló mediante 

vortex durante 10 s y se incubó por 30 min a 56 °C para conseguir una digestión completa. 

Luego, se agregó 500 µL de FCAI y se hizo un vortex durante 20 s más. Se centrifugó a 

14 000 rpm durante 5 min, con un intervalo de 5 min a temperatura ambiente se volvió a 

centrifugar. La fase acuosa obtenida se transfirió a un nuevo microtubo estéril, evitando 

transferir la interfase (Ver Apéndice 4). A este producto se le adicionó 600 µL de 

isopropanol al 100,0 % para precipitar el ADN (Ver Apéndice 5), se mezcló 50 veces por 

inversión manual y se centrifugó a 14 000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. 

Se desechó el sobrenadante y se obtuvo un pellet, el cual se lavó tres veces con etanol al 

70,0 %. Finalmente, el pellet se secó en estufa a 37 °C, dejando el microtubo invertido 

sobre papel filtro por aproximadamente 1 h; el pellet fue resuspendido en 50 µL de agua 

grado molecular y se conservó a -20 °C hasta su uso (97). 

 

3.3.9 Evaluación de la calidad y concentración aproximada del ADN extraído 

La calidad y concentración del ADN extraído se evaluó utilizando un espectrofotómetro 

Nanodrop™ Lite (Thermo Scientific). Primero, siguiendo las indicaciones del software, 

se colocó 1 µL de agua grado molecular en el capilar del equipo para usarlo como blanco. 

Este proceso se repitió hasta que el valor obtenido fuera menor o igual a 0 en el parámetro 

de concentración. Posteriormente, se limpió el capilar con papel absorbente (98). 
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Las muestras de ADN a evaluar se homogenizaron durante 5 s en un vortex y se 

concentraron con un spin durante 5 s. Después, se tomó 1 µL del ADN y se colocó en el 

centro del capilar del Nanodrop y se procedió a medir; esto se repitió para cada muestra 

de ADN. Los criterios de evaluación considerados fueron: que la concentración se 

encontrara en el rango de 100-200 ng/µL, y que los valores de los cocientes de lectura 

260/280 y 260/230 estuvieran entre los rangos de 1.8-2.1 y 1.8-2.5, respectivamente, para 

ser considerados de buena calidad. Al finalizar la evaluación, se limpió el capilar 

utilizando agua grado molecular (98). 

 

3.3.10 Amplificación de los genes ERG3 y ERG11 de Candida spp 

Regiones de los genes ERG3 y ERG11 fueron amplificados por PCR usando los primers 

de la tabla 7 (99, 100). Las condiciones de reacción consideraron las indicaciones 

descritas por el fabricante del kit de amplificación denominado 2X PCR Taq MasterMix 

(Applied Biological Materials Inc., abm®). La mezcla de reacción para ambos genes 

(ERG3 y ERG11) consistió de 15 μL de TaqMasterMix, 12,72 μL de agua grado 

molecular y 0,84 μL de cada uno de los correspondientes primers a 10 μM. Finalmente, a 

cada reacción se agregó 0,6 μL de ADN fúngico completando un volumen de reacción de 

30 μL. 

La amplificación de los genes se llevó a cabo utilizando un termociclador S1000TM 

(BioRad Laboratories, Inc.), utilizando las siguientes condiciones de reacción: para el gen 

ERG3 se inició con la activación de la polimerasa a 94 °C durante 3 min, seguido de 30 

ciclos de desnaturalización del ADN a 94 °C durante 30 s, hibridación de los primers a 

50 ºC durante 45 s, extensión a 70 °C por 1 min y un ciclo de extensión final a 72 °C 

durante 5 min. Para el gen ERG11 se inició con la activación de la polimerasa a 94 °C 
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durante 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalización del ADN a 94 °C durante 30 s, 

hibridación de los primers a 53,8 ºC durante 1 min y 20 s, extensión a 70 °C por 1 min y 

un ciclo de extensión final a 72 °C durante 5 min.  

Tabla 7. Primers empleados en la amplificación por PCR de los genes ERG3 y ERG11 

(99,100). 

Gen Primers Secuencia Tamaño Ta1 

ERG3 
Forward 5'-ATGGATATCGTACTAGAAATTTGTGA-3′ 

1163 pb 50 °C 
Reverse 5′-TCATTGTTCAACATATTCTCTATCG-3' 

ERG11 
Forward 5' GAAAGGGAATTCAATCG 3' 

1745 pb 53.8 °C 
Reverse 5' TGTTAATCCAACTAAGTAAC 3' 

1Ta: temperatura de hibridación o annealing 

 

3.3.11 Electroforesis en gel de agarosa 

La detección de los productos de PCR de los genes ERG3 y ERG11 se llevó a cabo 

mediante electroforesis en gel de agarosa en un sistema horizontal. Se preparó un gel de 

agarosa al 1%, suspendiendo 0,4 g de agarosa (OmniPur®) en 40 mL de buffer TBE 

0,5x.(101) Esta solución fue calentada hasta disolver la agarosa, dejándola enfriar durante 

unos minutos antes de agregar 4 µL de colorante SYBR-Safe (Invitrogen™). La mezcla 

homogeneizada se vertió en el molde de electroforesis horizontal, donde se dejó 

solidificar, y luego se retiraron los peines con cuidado para no dañar los pocillos del gel. 

El gel solidificado se colocó en la cubeta de electroforesis horizontal (EasyCast™, 

Thermo Scientific) y se cubrió con buffer TBE 0,5x. A continuación, se mezclaron 4 µL 

de cada producto de PCR con 1 µL de tampón de carga (BlueJuice Gel Loading Buffer, 

Thermo Fisher™) y se depositaron en los pocillos (uno por carril) correspondientes del 

gel. La electroforesis se llevó a cabo a 100 V y 500 mA durante 30 min utilizando la 

fuente de energía PowerPac Basic Power Supply (BioRad Laboratories, Inc.). Las bandas 
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obtenidas fueron observadas en un transiluminador de luz UV (Major Science Co, Ltd.) 

empleando una cámara de oscuridad (Cleaver Scientific, Ltd.), y se realizó la 

fotodocumentación de los resultados. 

 

3.3.12 Secuenciación y purificación del fragmento del gen ERG3 y ERG11 

Los productos de PCR correspondientes a los genes ERG3 y ERG11 fueron enviados a 

secuenciar en MACROGEN Chile (https://dna.macrogen.com/main.do); donde se utilizó 

el método de Sanger, en ambos sentidos (forward y reverse), para garantizar la precisión 

y la cobertura completa de las regiones amplificadas. Este método, ampliamente 

reconocido por su alta fiabilidad en la identificación de mutaciones puntuales, permite 

obtener lecturas precisas de las secuencias nucleotídicas. 

El envío de los productos de PCR se realizó siguiendo estrictamente las instrucciones 

proporcionadas por la empresa, lo que incluyó la preparación adecuada de las muestras, 

la conservación en condiciones óptimas de temperatura para evitar la degradación del 

ADN, y el etiquetado claro de cada muestra. Adicionalmente, se incluyó toda la 

documentación necesaria, como información sobre las concentraciones de ADN y los 

primers utilizados para el análisis. 

 

3.3.13 Selección de secuencias molde de comparación 

Las secuencias moldes de comparación de los genes sin mutaciones se obtuvieron de 

cepas de referencias en la base de datos de NCBI ((National Center for Biotechnology 

Information) tanto para ERG3 y ERG11 (Códigos de acceso: XM_708484.2 y 

XM_711668.2 respectivamente); posteriormente, estas secuencias de nucleótidos se 

tradujeron con el Translate Tool para obtener las secuencias de aminoácidos molde sin 

https://dna.macrogen.com/main.do
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_711668.2
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presencia de mutaciones de los genes en estudio, y así poder detectar mutaciones con 

cambio de sentido.  

 

3.3.14 Análisis bioinformático de los fragmentos de los genes ERG3 y ERG11 

Las secuencias obtenidas (cromatogramas) fueron sometidas a un proceso de edición y 

análisis en los programas Chromas, Translate Tool y Aliview.  

El programa Chromas v. 2.6.6.(102), se utilizó para revisar y editar cada una de las 

secuencias del cromatograma obtenidos en ambos sentidos (Forward y Reverse) para cada 

producto secuenciado, según la calidad y la forma de los picos obtenidos (Apéndice 6). 

Terminado este paso se obtuvo la secuencia consenso de cada producto en formato Fasta 

(Apéndice 7); este resultado se pasó al programa en línea Translate Tool (Expasy, Swiss 

Institute of Bioinformatics) (103) para traducir y obtener la secuencia de aminoácidos.  

 

Utilizando el programa AliView (104), las secuencias de aminoácidos obtenidas se 

alinearon frente a los moldes de aminoácido sin mutaciones (traducidos de las secuencias 

de los genes sin mutaciones); luego se buscó, identificó y analizó las mutaciones en las 

secuencias de aminoácidos correspondientes a los genes ERG3 y ERG11; AliView 

también se utilizó para alinear la secuencia de nucleótidos y poder identificar el cambio 

de nucleótido que conlleva a generar una mutación con cambio de sentido, sin sentido y 

silenciosa.  
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3.3.15 Análisis estadísticos de datos 

La información recolectada mediante la ficha de recolección de datos se almacenó en una 

base de datos utilizando el programa Excel 2019. Al finalizar la investigación, todos los 

datos fueron analizados con el software SPSS versión 26. Los resultados descriptivos se 

presentaron en tablas y gráficos. La asociación entre los grupos formados (especie de 

Candida, origen de muestra, perfiles de resistencia, edad, sexo del paciente, y área o 

servicio hospitalario) se evaluó mediante la prueba de Chi cuadrado y/o el test exacto de 

Fisher, considerando una significancia estadística de p ≤ 0,05; lo que representa un nivel 

de confianza del 95,0% y un error del 5,0%. 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Resultados 

4.1.1. Identificación fenotípica de las especies de Candida  

De los 204 aislamientos clínicos provenientes del Hospital II EsSalud de Cajamarca, 113 

(55,4 %) aislamientos fueron identificados como C.  albicans y 91 (44,6 %) aislamientos 

como Candida no albicans (38 (18,6 %) C. glabrata, 24 (11,7 %) C. parasilopsis, 13 (6,3 

%) C. tropicalis, 7 (3,4 %) C. krusei y 09 (4,4 %) se agruparon en otras especies (Figura 

3); la identificación fenotípica se realizó mediante la prueba cromogénica en ChromAgar 

Candida Plus (Figura 4), la prueba de tubo germinativo (Figura 5), la prueba de 

producción de velo o película en BHI (Figura 6) y la prueba de termotolerancia (Figura 

7) en el Laboratorio de Microbiología de la Universidad Nacional de Cajamarca.  

   

 

   

   

  

 

 

Figura 3. Distribución porcentual de aislamientos identificados como Candida albicans 

y Candida no albicans de este estudio. 
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En la Figura 4, mediante la prueba cromogénica se logró diferenciar diversos colores de 

colonias, tales como: colonias de color verde turquesa (C. albicans), rosa pálido (C. 

krusei), azul metálico (C. tropicalis), blanco a marrón (C. parapsilosis), morado (C. 

glabrata) y otras tonalidades (diferentes especies de Candida). En caso de bacteria solo 

se presenta una pigmentación mínima de color morado fuerte. 

Figura 4. Identificación fenotípica de especies de Candida mediante la prueba 

cromogénica en ChromAgar Candida Plus. (A) C. albicans, (B y C) Otras especies de 

Candida, (D) C. Krusei, (E) C. tropicalis, (F) C. parasilopsis, (G) C. glabrata y (H) 

Bacterias  
 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 5. Identificación fenotípica presuntiva de Candida albicans mediante la 

observación de tubo germinativo en preparados en fresco con suero (Blastoconidias con 

prolongaciones angostas y no septadas en su origen). 

A 
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En la Figura 6, se observa que algunos tubos presentan opacidad y turbidez en su interior, 

junto con una película ligera o moderada en la superficie del caldo BHI. En contraste, 

otros tubos no muestran ningún cambio en el caldo BHI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Identificación fenotípica mediante la prueba de formación de velo o película 

en caldo BHI. (A) C. krusei y (B) C. tropicalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Identificación fenotípica mediante la prueba de termotolerancia en medio Agar 

Sabouraud para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis. (A) Termotolerancia negativa: 

C. dublinensis y (B) Termotolerancia positiva: C. albicans.  

B A 

A B

B 
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4.1.2. Características de origen de los aislamientos. 

En este estudio se analizaron 204 aislamientos de Candida spp., los cuales, según los 

registros clínicos, provenían de diferentes áreas hospitalarias. De estos, 105 aislamientos 

(51,5 %) correspondieron a pacientes atendidos en Consulta Externa, 55 aislamientos 

(27,0 %) al área de Hospitalización y 44 aislamientos (21,6 %) a Urgencias/Emergencias. 

Al comparar dichos resultados, C. albicans predomino en Consulta Externa, con 68 

aislamientos (64,8 %), mientras que el área de Hospitalización presentó una mayor 

proporción de C. no albicans, con 34 aislamientos (61,8 %). 

En cuanto a los servicios hospitalarios, la mayor proporción de aislamientos procedió de 

Medicina General, con 96 casos (47,1 %), seguida de Gineco-Obstetricia, con 88 

aislamientos (43,1 %), y otros servicios hospitalarios, con 20 aislamientos (9,8 %). La 

mayor presencia de C. albicans se observó en Gineco-Obstetricia, con 68,2 % de los 

aislamientos, mientras que C. no albicans predominó en Medicina General, con 55,2 %. 

Respecto al origen de los aislamientos, al comparar los resultados, las secreciones 

vaginales representaron la mayor proporción de aislamientos (40,7 %), con 

predominancia de C. albicans (68,7 %). En las muestras respiratorias (37,7 %), C. no 

albicans fue la especie más frecuente (58,4 %), marcando un contraste con las secreciones 

vaginales. Las muestras de orina (18,6 %) mostraron una ligera predominancia de C. 

albicans (55,3 %), aunque con una diferencia menos marcada. Finalmente, las "otras 

muestras biológicas" (2,9 %) presentaron una distribución equitativa entre C. albicans y 

C. no albicans (50,0 % cada una). Esto evidencia que la distribución de especies varía 

según el tipo de muestra biológica. 
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En relación con los rangos de edad, los menores (0-17 años) representaron el 6,9 % de 

los aislamientos (14 casos), predominando C. albicans (78,6 %). En adultos de 18 a 60 

años, que constituyeron el 60,3 % de los aislamientos (123 casos), también predominó C. 

albicans (61,0 %), aunque con una mayor proporción de C. no albicans (39,0 %) en 

comparación con los menores. En adultos mayores (61 años o más, 32,8 %; 67 casos), C. 

no albicans fue la especie más frecuente (59,7 %). Respecto al género, los varones 

representaron el 30,9 % de los aislamientos (63 casos), con predominancia de C. no 

albicans (60,3 %), mientras que las mujeres, con el 69,1 % de los aislamientos (141 

casos), mostraron una mayor proporción de C. albicans (62,4 %). Los datos descritos se 

resumen en la Tabla 8. 

El análisis estadístico de las características clínicas de los aislamientos y su relación con 

las especies de Candida (C. albicans y C. no albicans) muestra que todos los valores p 

obtenidos son menores a 0,05 (𝑝 < 0,05) (ver en Tabla 8). Esto indica que las diferencias 

observadas entre los grupos C. albicans y C. no albicans son estadísticamente 

significativas para todas las características analizadas. 

Los valores de chi-cuadrado obtenidos para las características analizadas muestran 

asociaciones significativas entre estas variables y el tipo de Candida. Para origen, el test 

(p=0,008) indica que la distribución de C. albicans y C. no albicans varía 

significativamente entre las diferentes fuentes de muestra, siendo C. albicans más 

frecuente en secreciones vaginales. En el caso de sexo, la asociación es también 

significativa (p=0,003), mostrando que C. albicans predomina en mujeres, mientras que 

C. no albicans es más común en hombres. 

Con respecto a edad, el test (p=0,005) señala una diferencia significativa entre los grupos 

etarios, observándose que C. albicans predominó en menores de edad (en la muestra 
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estudiada), mientras que C. no albicans es más común en adultos mayores. Para área, los 

resultados (p=0,006) indican que el tipo de Candida varía significativamente según el 

área de atención, con un predominio de C. albicans en consulta externa y de C. no 

albicans en hospitalización. Finalmente, para servicio, la asociación también es 

significativa (p=0,005), observándose que C. albicans es más frecuente en pacientes de 

ginecología-obstetricia, mientras que C. no albicans predomina en medicina general. 

Esto datos sugieren que la distribución de las especies de Candida varían según estas 

características, lo que refleja diferencias en factores clínicos, epidemiológicos o de 

susceptibilidad. 

Tabla 8. Características clínicas de los aislamientos identificados como C. albicans y C. 

no albicans obtenidas del Hospital II EsSalud-Cajamarca. 

 Características Total 
Candida 

albicans 

Candida no 

albicans 
P 

Origen 

Secreción vaginal 83 (40,7 %) 57 (68,7 %) 26 (31,3 %) 

0,008 
Muestras 

respiratorias 
77 (37,7 %) 32 (41,6 %) 45 (58,4 %) 

Orina 38 (18,6 %) 21 (55,3 %) 17 (44,7 %) 

Otros 6 (2,9 %) 3 (50,0 %) 3 (50,0 %) 

Edad 

Menores de edad 

(0-17 años) 
14 (6,9 %) 11 (78,6 %) 3 (21,4 %) 

0,005 
Adulto (18-60 

años) 
123 (60,3 %) 75 (61,0 %) 48 (39,0 %) 

Adulto mayor 

(>=61 años) 
67 (32,8 %) 27 (40,3 %) 40 (59,7 %) 

Sexo 
Masculino 63 (30,9 %) 25 (39,7 %) 38 (60,3 %) 

0.003 
Femenino 141 (69,1 %) 88 (62,4 %) 53 (37,6 %) 
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Área 

Consulta externa 105 (51,5 %) 68 (64,8 %) 37 (35,2 %) 

0,006 Hospitalización 55 (27,0 %) 21 (38,2 %) 34 (61,8 %) 

Urgencia/ 

Emergencia 
44 (21,6 %) 24 (54,5 %) 20 (45,5 %) 

Servicio 

Medicina general 96 (47,1 %) 43 (44,8 %) 53 (55,2 %) 

0.005 
Gineco - Obstetra 88 (43,1 %) 60 (68,2 %) 28 (31,8 %) 

Otros 20 (9,8 %) 10 (50,0 %) 10 (50,0 %) 

Se utilizan valores de p<0,05 e intervalos de confianza al 95,0 % 

4.1.2 Determinación de susceptibilidad frente a los Azoles 

En el análisis de los 204 aislamientos de Candida spp. frente a azoles (imidazoles y 

triazoles), mediante el método de disco de difusión (Apéndice 8), se observó que el 53,4 

% presentó resistencia a al menos un azol, mientras que el 46,6 % mostró sensibilidad a 

todos los azoles evaluados. En cuanto a la frecuencia de resistencia de los aislamientos a 

los triazoles, se evidencio una mayor capacidad: el 34,4 % de los aislamientos fueron 

resistentes al fluconazol y el 17,6 % presentaron resistencia intermedia. Respecto al 

voriconazol, se identificó un 18,2 % de resistencia y un 12,7 % de resistencia intermedia. 

En el caso de los imidazoles, también se observó una moderada capacidad de resistencia 

y resistencia intermedia. El miconazol presento un 13,7 % de resistencia y un 20,6 % de 

resistencia intermedia. Por otro lado, el clotrimazol presentó un 0,5 % de resistencia y un 

9,3 % de resistencia intermedia. 

Estos resultados reflejan variaciones en la capacidad de los aislamientos para resistir a los 

distintos azoles evaluados, esto se muestra en la Tabla 9.  
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Tabla 9. Susceptibilidad frente a los azoles de los aislamientos identificados como C. 

albicans y C. no albicans obtenidas del Hospital II EsSalud-Cajamarca. 

  

Tipo de 

Antifúngico 
Antifúngico Características Total 

Candida 

albicans 

Candida no 

albicans 

T
ri

az
o
le

s 

Fluconazol 

Sensible 98 (48,0 %) 53 (54,1 %) 45 (45,9 %) 

Intermedio 36 (17,6 %) 20 (55,6 %) 16 (44,4 %) 

Resistente 70 (34,4 %) 40 (57,1 %) 30 (42,9 %) 

Voriconazol 

Sensible 141 (69,1 %) 78 (55,3 %) 63 (44,7 %) 

Intermedio 26 (12,7 %) 8 (30,8 %) 18 (69,2 %) 

Resistente 37 (18,2 %) 27 (73,0 %) 10 (27,0 %) 

Im
id

az
o
le

s 

Miconazol 

Sensible 134 (65,7 %) 67 (50,0 %) 67 (50,0 %) 

Intermedio 42 (20,6 %) 21 (50,0 %) 21 (50,0 %) 

Resistente 28 (13,7 %) 25 (89,3 %) 3 (10,7 %) 

Clotrimazol 

Sensible 184 (90,2 %) 93 (50,5 %) 91 (49,5 %) 

Intermedio 19 (9,3 %) 19 (100,0 %) 0 (0,0 %) 

Resistente 1 (0,5 %) 1 (100,0 %) 0 (0,0 %) 
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4.1.3 Perfiles de resistencia de los aislamientos de Candida spp. 

Se identificaron seis perfiles distintos de resistencia antifúngica, siendo el PR3 el más 

prevalente. Este perfil, caracterizado por resistencia múltiple al fluconazol y miconazol 

(pertenecientes a los grupos de triazoles e imidazoles, respectivamente), incluyó 28 

aislamientos (13,7 %). De estos, 15 (53,6 %) correspondieron a C. albicans y 13 (46,4 %) 

a C. no albicans. 

El perfil PR4, con resistencia al fluconazol y voriconazol, fue el segundo más frecuente 

(11,3 %), predominando C. no albicans (78,3 %). El perfil con multirresistencia a todos 

los antifúngicos evaluados (PR1) representó el 9,8 % de los aislamientos y estuvo 

compuesto exclusivamente por C. albicans. El PR2, con resistencia al fluconazol, 

miconazol y voriconazol, comprendió el 9,3 % de los aislamientos, mostrando una 

distribución equilibrada entre C. albicans (52,6 %) y C. no albicans (47,4 %). Entre los 

perfiles con resistencia a un único antifúngico, el PR5, resistente al fluconazol, representó 

el 7,8 % y tuvo mayor presencia de C. albicans (62,5 %), mientras que el PR6, resistente 

al miconazol, registró solo el 1,5 %, predominando C. no albicans (66,7 %). 

En términos generales, 90 aislamientos (44,1 %) mostraron resistencia a dos o más 

antifúngicos de la familia de los azoles, lo que refleja un patrón de resistencia múltiple 

significativo. Además, 67 aislamientos (32,8 %) presentaron resistencia a al menos un 

antifúngico perteneciente a los grupos de triazoles o imidazoles, mientras que 20 

aislamientos (9,8 %) exhibieron un perfil de multitresistencia a todos los antifúngicos 

evaluados (PR1).  La distribución porcentual de estos perfiles de resistencia en ambos 

grupos de especies se presenta detalladamente en la Tabla 10. 

Los resultados de la prueba de Chi-cuadrado muestran una asociación significativa entre 

los perfiles de resistencia a antifúngicos y las especies de Candida (p = 0,0001). Esto 
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indica que las diferencias en los patrones de resistencia entre C. albicans y C. no albicans 

no son aleatorias, sino que están relacionadas con características específicas de cada 

especie. C. albicans se asocia principalmente con perfiles multirresistentes como PR 1 

(FLUC-MCL-VO-CLO), mientras que C. no albicans predomina en perfiles como PR 4 

(FLUC-VO) y PR 6 (MCL) (Tabla 10). 

Tabla 10. Perfiles de resistencia antifúngica de los aislamientos de C. albicans y C. no 

albicans. 

*PS: Perfil de sensibilidad; 

*PR: Perfil de resistencia 

Se utilizan valores de p<0,05 e intervalos de confianza al 95,0 % 

 

4.1.3.1 Caracterización del PR1 en aislamientos de C. albicans  

Al comparar los resultados de los aislamientos con resistencia total a los antifúngicos 

evaluados (PR1), se observa que el mayor porcentaje proviene de secreciones vaginales 

(80,0 %), seguido de orina (15,0 %) y muestras respiratorias (5,0 %). En cuanto al género, 

Código Perfil de resistencia Total 
Candida 

albicans 

Candida no 

albicans 
p 

*PS1 Sensible 95 (46,6 %) 52 (54,7 %) 43 (45,3 %) 

0.0001 

*PR1 FLUC-MCL-VO-CLO 20 (9,8 %) 20 (100,0 %) 0 (0,0 %) 

*PR2 FLUC-MCL-VO 19 (9,3 %) 10 (52,6 %) 9 (47,4 %) 

*PR3 FLUC-MCL 28 (13,7 %) 15 (53,6 %) 13 (46,4 %) 

*PR4 FLUC-VO 23 (11,3 %) 5 (21,7 %) 18 (78,3 %) 

*PR5 FLUC 16 (7,8 %) 10 (62,5 %) 6 (37,5 %) 

*PR6 MCL 3 (1,5 %) 1 (33,3 %) 2 (66,7 %) 



52 
 

los aislamientos se identificaron mayoritariamente en mujeres (90,0 %), mientras que solo 

un 10,0 % correspondió a varones. Respecto a los rangos de edad, predominan los 

aislamientos provenientes de adultos (80,0 %), seguidos por menores de edad (15,0 %) y 

adultos mayores (5,0 %). Según el área de atención, el 80,0 % de los aislamientos se 

registraron en Consulta Externa, mientras que Hospitalización y Urgencias/Emergencias 

representaron el 5,0 % y 15,0 %, respectivamente. Finalmente, por servicio, se destaca 

Gineco-Obstetricia como el principal origen de los aislamientos (75,0 %), seguido de 

Medicina General (20,0 %) y otros servicios (5,0 %). Estos datos obtenidos se presentan 

a continuación en la tabla 11. 

Tabla 11. Distribución y características clínicas de los aislamientos de C. albicans con 

Perfil de Resistencia (PR1) 
 

CARACTERISTICAS N % 

Origen Secreción vaginal 16 80,00 % 

Muestras respiratorias 1 5,00 % 

Orina 3 15,00 % 

Sexo Femenino 18 90,00 % 

Masculino 2 10,00 % 

Edad Menores de edad (0-17 

años) 

3 15,00 % 

Adulto (18-60 años) 16 80,00 % 

Adulto mayor (>=61 

años) 

1 5,00 % 

Área Consulta externa 16 80,00 % 

Hospitalización 1 5,00 % 

Urgencia/emergencia 3 15,00 % 

Servicio Medicina general 4 20,00 % 

Gineco-obstetra 15 75,00 % 

Otros 1 5,00 % 

N: recuento de aislados resistentes de acorde a las características analizadas;  

%: frecuencia de aislados resistentes de acorde a las características analizadas.  
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4.1.4. Extracción y amplificación de ADN genómico 

A los 20 aislamientos de C. albicans con multiresistencia total a los azoles (PR1) se les 

realizó la extracción de ADN genómico. Las cuantificaciones y calidad de las muestras 

de ADN obtenidas mediante el espectrofotómetro Nanodrop™, son óptimas para el 

trabajo (Apéndice 9). El ADN extraído se utilizó para amplificar fragmentos de los genes 

ERG3 y ERG11, con el propósito de identificar mutaciones mediante secuenciación. 

Adicionalmente, se realizó la extracción de ADN de 2 cepas sensibles a todos los 

antifúngicos, las cuales sirvieron como controles para la comparación de mutaciones con 

las cepas resistentes. 

Los productos amplificados muestran bandas definidas que corresponden a los tamaños 

esperados según el peso molecular característico de cada gen: aproximadamente 1163 pb 

para el gen ERG3 y 1750 pb para el gen ERG11 (Apéndice 10) 

 

4.1.5 Análisis de las mutaciones en los genes ERG3 y ERG11  

Este análisis se realizó para identificar posibles mutaciones en los genes ERG3 y ERG11, 

de los 20 aislamientos de C. albicans que presentaron un perfil de resistencia total a los 

antifúngicos evaluados (PR1) en la prueba de susceptibilidad mediante difusión en disco, 

las cuales podrían ocasionar cambios en la secuencia de aminoácidos de las proteínas 

codificadas, afectando tanto la biosíntesis de ergosterol como la resistencia a múltiples 

antifúngicos. La calidad de las secuencias fue evaluada utilizando el programa Chromas, 

donde se calificaron como de buena calidad el cromatograma tanto para el gen ERG3 

(Apéndice 11) como para el gen ERG11 (Apéndice 12). 
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El análisis de las secuencias nucleotídicas y las secuencias traducidas de los genes ERG3 

y ERG11 en los 20 aislamientos reveló la presencia de diversas mutaciones (Tabla 12), 

esto se pudo verificar en el alineamiento de las secuencias de aminoácidos en Aliview, 

tanto para el ERG3 (Apéndice 11) y el ERG11 (Apéndice 12). En el gen ERG3 se 

identificaron 11 tipos de mutaciones con cambio de sentido, las cuales podrían ocasionar 

modificaciones en la estructura proteica al alterar los aminoácidos correspondientes. 

Estas mutaciones fueron: Q86H, A101D, N114Y, Y139N, F144L, L187F, N188K, 

L193P, L225P, K240N y E368V. En el caso del gen ERG11, se encontraron 9 mutaciones 

con cambio de sentido: A114S, S216L, Y221H, S222P, W244G, Y257H, I261F, L276S 

y L305P, además de una mutación sin sentido: L280STOP, que generó un cambio 

significativo en la estructura de la proteína al introducir un codón de terminación 

prematura. Asimismo, se identificaron mutaciones silenciosas que no produjeron cambios 

en los aminoácidos ni en la estructura proteica. Para el gen ERG3, se observaron 7 

mutaciones silenciosas distintas: C306T, T381C, T390G, T432C, C438T, A462G y 

T765C. De manera similar, en el gen ERG11, se detectaron 8 mutaciones silenciosas: 

T204C, T456G, A579C, T639C, T693A, A789G, T822C y T951C. Estos hallazgos 

indican la complejidad de las alteraciones genéticas en los aislamientos estudiados y su 

potencial impacto en los mecanismos de resistencia antifúngica. 

En las levaduras sensibles, no se identificó ningún tipo de mutación en el gen ERG3. Sin 

embargo, en el gen ERG11 se detectó una mutación con cambio de sentido, E266D, y 

cinco mutaciones silenciosas: A798C, T996C, C1110T, T1203C y A1440G.  
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Tabla 12. Mutaciones encontradas en los genes ERG3 y ERG11 de los aislamientos de 

C. albicans con perfil de resistencia (PR1) y en aislamientos sensibles (control negativo). 

Código de 

Aislamiento 
Gen 

Cambio de 

aminoácido 

Cambio de 

nucleótido 

Tipo de 

mutación 

Aislamientos Resistentes 

324 

ERG3 
- T381C MS 

- T432C MS 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

369 

ERG3 

N114Y A340T MCS 

Y194C A581G MCS 

- C306T MS 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

627 

ERG3 
- C306T MS 

- T381C MS 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

947 

ERG3 
- C306T MS 

- T381C MS 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

1138 

ERG3 

N188K T564G MCS 

- T381C MS 

- A462G MS 

ERG11 

A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

L280STOP T839G MSS 

3172 

ERG3 L187F T633C MCS 

ERG11 

A114S G340T MCS 

W244G T730G MCS 

Y257H T769C MCS 

L280STOP T839G MSS 

3227 

ERG3 E368V A1103T MCS 

ERG11 

A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

- T456G MS 

3788 
ERG3 

L193P T578C MCS 

L225P T674C MCS 

- T390G MS 

ERG11 A114S G340T MCS 
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Y257H T769C MCS 

L276S T827C MCS 

- T693A MS 

- T822C MS 

- T951C MS 

3820 

ERG3 - - - 

ERG11 

W244G T730G MCS 

A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

L280STOP T839G MSS 

- T639C MS 

3922 

ERG3 Y139N T415A MCS 

ERG11 

A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

I261F A781T MCS 

L305P C913T MCS 

- T204C MS 

- T693C MS 

4073 

ERG3 

- C306T MS 

- T381C MS 

- T432C MS 

- C438T MS 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

4653 

ERG3 - - - 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

5247 

ERG3 - - - 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

5564 

ERG3 

L225P T674C MCS 

- C306T MS 

- T381C MS 

- T765C MS 

ERG11 

S216L C647T MCS 

Y221H A662T MCS 

W244G T730G MCS 

Y257H T769C MCS 

L280STOP T839G MSS 

5734 
ERG3 

- C306T MS 

- T381C MS 

ERG11 A114S G340T MCS 
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Y257H T769C MCS 

L280STOP T839G MSS 

- T693A MS 

5801 

ERG3 

F144L T432G MCS 

- T306C MS 

- A462G MS 

ERG11 

A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

L280STOP T839G MSS 

6164 

ERG3 - - - 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

6312 

ERG3 K240N A720C MCS 

ERG11 
A114S G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

7008 

ERG3 - - - 

ERG11 

A114H G340T MCS 

Y257H T769C MCS 

- A579C MS 

7019 

ERG3 
Q86H A258T MCS 

A101D C302A MCS 

ERG11 

A114H G340T MCS 

S222P T664C MCS 

Y257H T769C MCS 

- A789G MS 

Aislamientos Sensibles 

3895 

ERG3 - - - 

ERG11 

E266D C658T MCS 

- A798C MS 

- T996C MS 

- C1110T MS 

- T1203C MS 

4121 

ERG3 - - - 

ERG11 

- T996C MS 

- C1110T MS 

- T1203C MS 

- A1440G MS 

(MS) Mutación silenciosa 

(MCS) Mutación con cambio de sentido 

(MSS) Mutación sin sentido 
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4.1.6. Frecuencia de mutaciones en los genes ERG3 y ERG11 

En el análisis de mutaciones del gen ERG3, se identificaron 11 mutaciones con cambio 

de sentido, de las cuales las más frecuentes fueron N188K, L193P y L225P, cada una con 

una frecuencia del 10 %. Las demás mutaciones (Q86H, A101D, N114Y, Y139N, F144L, 

L187F, K240N y E368V) tuvieron una frecuencia del 5 %. Además, se encontraron 8 

mutaciones silenciosas, entre las que predominaron, C306T y T381C, ambas con una 

frecuencia del 35 %, mientras que T432C y A462G alcanzaron un 10 % cada una. Las 

mutaciones silenciosas T390G, C438T y T765C presentaron una frecuencia del 5 %. 

En el caso del gen ERG11, se identificaron 9 mutaciones con cambio de sentido, siendo 

Y257H la más prevalente con una frecuencia del 100 %, seguida de A114S con un 95 % 

y W244G con un 15 %. Las mutaciones restantes (S216L, Y221H, S222P, I261F, L276S 

y L305P) presentaron una frecuencia del 5 % cada una. Además, se halló una mutación 

sin sentido, L280STOP, con una frecuencia del 30 %. Finalmente, se identificaron 8 

mutaciones silenciosas, entre las que T693A alcanzó un 15 %, y las demás (T204C, 

T465G, A579C, T639C, A789G, T822C y T951C) presentaron una frecuencia del 5 % 

cada una; estos porcentajes pueden observarse en la Tabla 13. 

Tabla 13. Frecuencias de mutaciones encontradas en los genes ERG3 y ERG11 de los 

aislamientos de C. albicans con perfil de resistencia (PR1) 

Gen 
Tipo de 

mutación 
Características N % 

ERG3 

MUTACIONES 

CON CAMBIO 

DE SENTIDO 

Q86H 1 5,00 % 

A101D 1 5,00 % 

N114Y 1 5,00 % 

Y139N 1 5,00 % 

F144L 1 5,00 % 

L187F 1 5,00 % 

N188K 2 10,00 % 
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L193P 2 10,00 % 

L225P 2 10,00 % 

K240N 1 5,00 % 

E368V 1 5,00 % 

MUTACIONES 

SILENCIOSAS 

C306T 7 35,00 % 

T381C 7 35,00 % 

T390G 1 5,00 % 

T432C 2 10,00 % 

C438T 1 5,00 % 

A462G 2 10,00 % 

T765C 1 5,00 % 

ERG11 

MUTACIONES 

CON CAMBIO 

DE SENTIDO 

A114S 19 95,00 % 

S216L 1 5,00 % 

Y221H 1 5,00 % 

S222P 1 5,00 % 

W244G 3 15,00% 

Y257H 20 100,00 % 

I261F 1 5,00 % 

L276S 1 5,00 % 

L305P 1 5,00 % 

MUTACIONES 

SIN SENTIDO 
L280STOP 6 30,00 % 

MUTACIONES 

SILENCIOSAS 

T204C 1 5,00 % 

T465G 1 5,00 % 

A579C 1 5,00 % 

T639C 1 5,00 % 

T693A 3 15,00 % 

A789G 1 5,00 % 

T822C 1 5,00 % 

T951C 1 5,00 % 

N: Numero de mutaciones encontradas en los genes de los aislamientos de C. albicans 

con perfil de resistencia (PR1) 

%: Porcentaje de mutaciones encontradas en los genes de los aislamientos de C. albicans 

con perfil de resistencia (PR1) 
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4.2 Discusión 

Candida es una levadura de gran relevancia en salud pública, ya que actúa como un agente 

infeccioso con implicancias clínicas potencialmente mortales, especialmente en pacientes 

inmunodeprimidos (105). En Perú, los estudios sobre la multirresistencia a los 

antifúngicos en Candida spp. son limitados, y los trabajos enfocados en las mutaciones 

genéticas asociadas con esta resistencia son aún más escasos. En la región de Cajamarca, 

la información sobre los perfiles de resistencia y las mutaciones genéticas en Candida es 

especialmente exiguo. Esto genera importantes vacíos en el conocimiento, dificultando el 

desarrollo de tratamientos efectivos para las infecciones causadas por estas especies. 

En este contexto, la presente investigación es significativa por ser la primera, tanto a nivel 

regional como nacional, en enfocarse en el estudio de la resistencia a antifúngicos de la 

familia de los azoles (imidazoles y triazoles), así como en la evaluación de la frecuencia 

de mutaciones en los genes ERG3 y ERG11 de Candida multirrestistentes. aisladas de 

pacientes atendidos en diversos servicios del Hospital II EsSalud - Cajamarca. Para llevar 

a cabo este análisis, se emplearon procedimientos microbiológicos convencionales y 

técnicas moleculares avanzadas, como la PCR convencional y el secuenciamiento Sanger. 

Estas metodologías permitieron determinar la susceptibilidad antifúngica, identificar los 

perfiles de resistencia y establecer la frecuencia de mutaciones en los genes estudiados, 

proporcionando información crucial para el manejo clínico y el control efectivo de las 

infecciones causadas por Candida spp. en la región. 

De los 204 aislamientos analizados en el presente estudio, se determinó que el 55,4 % 

correspondieron a C. albicans y el 44,6 % a C. no albicans (Figura 3). Estos hallazgos 

concuerdan parcialmente con un estudio realizado en Cajamarca, donde el 63,3 % de los 

aislamientos clínicos se identificaron como C. albicans a través de la presencia de tubo 
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germinativo, característico de esta especie, mientras que el 36,7 % correspondieron a C. 

no albicans (29). De manera similar, en 2017, en hospitales de Trujillo, Perú, se reportó 

una mayor prevalencia de C. albicans (64,1 %) en comparación con C. no albicans (33,9 

%), utilizando pruebas fenotípicas como el tubo germinativo y ChromAgar Candida 

(106). En el ámbito internacional, estos resultados coinciden parcialmente con estudios 

realizados en México, en 2017, donde se detectó una prevalencia del 80,0 % para C. 

albicans frente a un 20,0 % de C. no albicans en pacientes hospitalizados con sospecha 

de infección fúngica. Este último trabajo incluyó tanto pruebas fenotípicas (CHROMagar 

Candida™) como moleculares (PCR) (107). Los resultados obtenidos en el presente 

estudio indican un aumento en la proporción de C. no albicans en comparación con estos 

estudios previos.  

Este incremento en la frecuencia de C. no albicans encontrado en esta investigación en 

comparación con los estudios anteriores está alineado con las tendencias observadas en 

estudios internacionales recientes. Por ejemplo, en 2021, se realizó un análisis sistemático 

en China, abarcando un periodo de 10 años (diciembre de 2011 a diciembre de 2021), que 

incluyó 44 716 aislamientos de Candida. Este análisis mostró una distribución casi 

equitativa entre C. albicans (49,6 %) y C. no albicans (50,4 %), mostrando un incremento 

en la prevalencia de C. no albicans (108).  

Los resultados del estudio realizado evidencia no solo la relevancia de C. albicans como 

el principal patógeno, sino también la preocupante frecuencia de C. no albicans. Este 

incremento podría estar directamente relacionado con la inadecuada identificación de las 

especies de Candida en entornos clínicos y el uso indiscriminado de antifúngicos sin un 

diagnóstico preciso. La falta de identificación adecuada genera tratamientos empíricos 

que, además de ser ineficaces en algunos casos, favorecen una adaptación selectiva que 
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impulsa la proliferación de especies de C. no albicans. Por lo tanto, es fundamental 

reforzar los métodos de diagnóstico e identificación específicos en los laboratorios 

clínicos, así como promover un uso racional de los antifúngicos, especialmente en 

regiones como Cajamarca, donde la información sobre estas especies es escasa. 

En el presente estudio también se evaluó la susceptibilidad antifúngica de Candida spp., 

encontrándose niveles alarmantes de resistencia y resistencia intermedia frente a los 

cuatro antifúngicos azólicos analizados: fluconazol y voriconazol (triazoles) y miconazol 

y clotrimazol (imidazoles). Los aislamientos presentaron resistencia al fluconazol hasta 

en un 34,4 % y un 17,6 % presentaron resistencia intermedia, mientras que al voriconazol 

hubo un 18,2 % de resistencia y un 12,7 % de resistencia intermedia. Por otro lado, frente 

a los imidazoles las levaduras tuvieron un comportamiento variado: frente al miconazol 

se presentó 13,7 % de resistencia y 20,6 % de resistencia intermedia, mientras que frente 

al clotrimazol se encontraron los niveles más bajos de resistencia, con solo un 0,5 % y un 

9,3 % de resistencia intermedia, lo que lo posiciona como una opción terapéutica 

relativamente más eficaz (Tabla 9). 

Los resultados obtenidos son coherentes con estudios previos realizados en diferentes 

regiones. En 2015 se reportó una resistencia al fluconazol del 30,4 % en Candida spp. 

aisladas de secreciones vaginales en Loja, Ecuador (109), cifra comparable con el 34,4 % 

encontrado en este trabajo. Además, ambos estudios coinciden en que la mayoría de los 

aislamientos provinieron de pacientes adultos jóvenes, representando el 53,3 % en el 

estudio ecuatoriano y el 60,3 % en este (pacientes entre 19 y 60 años). En Venezuela, en 

el año 2021, encontraron que el 32,3 % de los aislamientos de Candida spp. eran 

resistentes al fluconazol y el 19,5 % al voriconazol (110), resultados similares a los aquí 

reportados (34,4 % y 18,2 %, respectivamente).   
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Por otro lado, en 2020, en un hospital del norte de Perú, se documentó resistencia al 

fluconazol en un 19,56 % y al voriconazol en 21,73 % (27). Estos valores, aunque 

ligeramente diferentes, confirman que la resistencia a triazoles constituye un problema 

constante en distintos contextos geográficos nacionales. Asimismo, en Cajamarca, se 

reportó un 19,0 % de resistencia al fluconazol en aislamientos de C. albicans obtenidos 

en la misma institución de salud evaluada en este estudio, pero en un periodo anterior 

(aislados del 2021) (29). Los resultados actuales, con un 34,4 % de aislamientos 

resistentes al fluconazol, reflejan un incremento significativo de la resistencia en un 

periodo relativamente corto (2021-2022), este aumento significativo podría estar 

estrechamente relacionado con la deficiente identificación de las especies de Candida, lo 

que lleva a un uso indiscriminado de antifúngicos sin un diagnóstico adecuado, generando 

adaptabilidad a los antifúngicos. 

En cuanto a los imidazoles, la resistencia al miconazol mantuvo similitud a los valores 

presentados por los triazoles, en cambio, frente al clotrimazol presento bajas frecuencias. 

Estos hallazgos son consistentes con investigaciones previas. En 2021, se reportó que 

Candida spp. tenía una resistencia combinada del 7,2 % frente al clotrimazol, aunque 

también evidenció resistencia cruzada con el fluconazol (111). En 2017, también se 

informó que el 18,0 % de los aislamientos evaluados presentaban resistencia al 

clotrimazol y un 46,0 % al miconazol, lo que demuestra una variabilidad en los patrones 

de susceptibilidad según las especies de Candida (112). En América Latina, en 2016, se 

evaluó la actividad antifúngica de los imidazoles, específicamente clotrimazol y 

miconazol; los resultados mostraron que los aislamientos de C. albicans analizados, 

presentaban resistencia a estos antifúngicos en un porcentaje significativo (113). A nivel 

nacional, la falta de consenso sobre la resistencia a imidazoles convierte este trabajo en 

una referencia valiosa para entender este fenómeno. 
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Un hallazgo destacado del estudio fue la evidencia de multirresistencia frente a triazoles 

e imidazoles, identificándose que el 9,8 % de los aislamientos fueron resistentes a todos 

los antifúngicos azólicos evaluados (PR1), esto se puede apreciar en la Tabla 10. Este 

fenómeno ha sido previamente reportado por otros estudios. En Chile, en 2016, se 

identificó aislamientos de Candida spp. con resistencia simultánea al fluconazol y 

clotrimazol (114), mientras que, en Nicaragua, en el año 2015 se encontró que el 33,3 % 

de los aislamientos eran completamente resistentes a estos mismos antifúngicos (115). 

Durante el 2020, en Ecuador, documentaron perfiles de multirresistencia a fluconazol, 

voriconazol, miconazol y clotrimazol, con mayor prevalencia de resistencia a los triazoles 

(116).  

Los resultados del presente trabajo subrayan la necesidad de implementar políticas de uso 

racional de antifúngicos debido a los diferentes perfiles de resistencias encontrados. La 

detección de un aumento significativo en la resistencia al fluconazol y voriconazol en un 

corto periodo de tiempo es un indicador de alerta sobre el impacto del uso descontrolado 

de estos medicamentos. Adicionalmente, la multirresistencia entre triazoles e imidazoles 

plantea un desafío relevante en la práctica clínica, al reducirse considerablemente las 

opciones terapéuticas disponibles. Este fenómeno plantea la necesidad de investigar los 

mecanismos moleculares subyacentes que contribuyen a esta resistencia cruzada.  

Un mecanismo crucial en la resistencia fúngica a los antimicóticos radica en las 

alteraciones en la transcripción de genes relacionados con las enzimas responsables de la 

biosíntesis del ergosterol. En particular, las mutaciones en los genes de la familia ERG 

(como ERG3 y ERG11), los cuales se han identificado como un factor relevante en el 

desarrollo de resistencia antifúngica. Sin embargo, estos mecanismos no han sido 

investigados exhaustivamente, lo que deja un vacío importante en el entendimiento de la 
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resistencia molecular en Candida spp. En el presente estudio, se realizó una búsqueda 

específica de mutaciones en los genes ERG3 y ERG11 en cepas multirresistentes a 

imidazoles (miconazol y clotrimazol) y triazoles (fluconazol y voriconazol). Estas cepas 

representaron el 9,8 % (20 aislamientos) de todos los aislados analizados, y todas fueron 

identificadas como C. albicans. Este hallazgo es de gran relevancia, ya que C. albicans 

es una de las especies más comunes y clínicamente importantes en infecciones fúngicas, 

lo que refuerza la necesidad de caracterizar los mecanismos moleculares asociados a su 

resistencia. 

En el presente estudio, se identificaron diferentes tipos de mutaciones en el gen ERG3 en 

los 20 aislamientos de C. albicans resistentes a los cuatro azoles evaluados (fluconazol, 

voriconazol, miconazol y clotrimazol). Las mutaciones detectadas incluyeron tanto 

mutaciones con cambio de sentido (que producen cambios en la secuencia de 

aminoácidos) como mutaciones silenciosas (que no afectan la secuencia de aminoácidos) 

(Tabla 12). Entre las mutaciones con cambio de sentido identificadas, se encontraron las 

siguientes: Q86H, A101D, N114Y, Y139N, F144L, L187F, N188K, L193P, L225P, 

K240N y E368V. De estas, la mutación L193P, que implica la sustitución de una leucina 

por una prolina en la posición 193 de la proteína, es particularmente relevante, ya que ha 

sido previamente reportada en estudios relacionados con la resistencia a los azoles (117–

119). 

La mutación L193P se identificó en 2 de los aislamientos analizados en este trabajo. Este 

hallazgo es consistente con estudios previos que han asociado esta mutación con 

resistencia a los azoles. Por ejemplo, en el año 2010, en Reino Unido, se caracterizaron 

mutantes del gen ERG3 en cepas de C. albicans resistentes a los azoles, reportando nueve 

mutaciones con cambio de sentido, entre las cuales se encontraba L193P (117). De 
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manera similar, en Francia, en el 2012, se investigaron los mecanismos responsables de 

la resistencia al fluconazol en dos aislamientos de C. albicans y también identificaron la 

mutación L193P como un factor clave en la resistencia (118). Por último, en China 

durante el año 2017, se reportó esta misma mutación en cepas resistentes tanto a 

fluconazol como a voriconazol, reforzando su relevancia en el fenómeno de resistencia 

cruzada entre triazoles (119).  

Probablemente la sustitución de leucina por prolina en la enzima C-5 desaturasa (ERG3) 

de Candida puede tener implicaciones importantes en la resistencia a los antifúngicos, ya 

que afecta su función en la biosíntesis del ergosterol, particularmente en la conversión de 

fecosterol a episterol, un paso clave en esta vía. La leucina, siendo un aminoácido no 

polar y alifático, contribuye a estabilizar la estructura de la enzima mediante interacciones 

hidrofóbicas, lo que facilita la flexibilidad necesaria para que la enzima funcione 

correctamente; en contraste, la prolina, con su cadena lateral cíclica, introduce rigidez en 

la estructura proteica, lo que reduce la flexibilidad del sitio activo (120). Esta rigidez 

puede alterar la capacidad de la enzima para interactuar adecuadamente con el sustrato y 

realizar su función catalítica, lo que podría afectar la conversión de fecosterol y, en 

consecuencia, la síntesis de ergosterol, un factor crítico para la resistencia a los 

antifúngicos. 

También se identificaron mutaciones silenciosas (C306T, T381C, T390G, T432C, 

C438T, A462G y T765C) (Tabla 12), entre las cuales C306T, T381C, T432C y C438T 

ya han sido previamente reportadas en el gen ERG3 de aislamientos de C. albicans 

resistentes a los azoles. Por ejemplo, en un estudio realizado en China, en el año2019, la 

mutación silenciosa C306T fue detectada en casi todos los aislamientos de C. albicans, 

tanto resistentes como sensibles a los azoles (121). De manera similar, en Francia, se 
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identificó las mutaciones C306T, T381C, T432C y C438T en cepas tanto resistentes como 

sensibles, mientras que, en China, se documentó las mutaciones T381C y T432C 

específicamente en cepas resistentes a los azoles (122). Estos hallazgos sugieren que 

dichas mutaciones silenciosas no desempeñan un papel determinante en el desarrollo de 

la resistencia a los azoles en C. albicans. Aunque están presentes en aislamientos 

resistentes y sensibles, su impacto funcional parece ser limitado, dado que no alteran 

directamente la estructura ni la función de la proteína codificada por el gen ERG3. Sin 

embargo, no se puede descartar la posibilidad de que estas mutaciones contribuyan 

indirectamente al modificar la estabilidad del ARN mensajero o influir en la expresión 

génica. Las mutaciones silenciosas, aunque codifican el mismo aminoácido, no son 

sinónimas con respecto los potenciadores del splicing exónico (ESE) y pueden interferir 

con la capacidad del ESE para promover un splicing eficiente o para dirigir el splicing en 

el lugar correcto en la secuencia de ácido nucleico (123). Por tanto, su posible papel en la 

resistencia a largo plazo debe ser considerado en futuros estudios para determinar si 

pueden tener un impacto acumulativo o secundario en la funcionalidad del gen y su 

proteína. 

Las mutaciones con cambio de sentido identificadas en este estudio (Q86H, A101D, 

N114Y, Y139N, F144L, L187F, N188K, L225P, K240N y E368V) no han sido 

reportadas previamente en la literatura científica. Esto podría deberse a la escasa cantidad 

de investigaciones enfocadas en las mutaciones específicas del gen ERG3, 

particularmente en C. albicans. La mayoría de los estudios realizados hasta la fecha 

provienen de regiones como Europa y Asia, lo que genera un sesgo geográfico que limita 

las posibilidades de comparar estos hallazgos con reportes anteriores. No obstante, esta 

ausencia de antecedentes también representa una oportunidad significativa para generar 

conocimiento referente a este gen. 
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Las mutaciones identificadas en este trabajo abren nuevas líneas de investigación 

orientadas a comprender su impacto, tanto en la diversidad y variabilidad genética del 

gen ERG3 como en su relación con los mecanismos de resistencia antifúngica. Además, 

estos hallazgos proporcionan un punto de referencia que podría facilitar la realización de 

estudios futuros enfocados en establecer conjeturas más sólidas y generar datos que sean 

comparables en diferentes contextos geográficos, generando un enfoque más integral y 

general en el estudio de la resistencia antifúngica y el conocimiento sobre las mutaciones 

en ERG3. 

También se llevó a cabo el secuenciamiento del gen ERG3 en dos aislamientos sensibles 

a los azoles analizados. Los resultados no evidenciaron ningún tipo de mutación en estos 

aislamientos, lo que refuerza la relevancia de las mutaciones identificadas en las cepas 

resistentes. Este hallazgo sugiere que las mutaciones encontradas en las cepas resistentes 

podrían desempeñar un papel importante en el desarrollo de la resistencia a los azoles, 

destacando la necesidad de continuar investigando su impacto funcional y su relación con 

los mecanismos de resistencia antifúngica. 

La investigación también identificó diferentes tipos de mutaciones en el gen ERG11 en 

los aislamientos que presentaban un perfil de multirresistencia a los azoles analizados. Se 

identificaron mutaciones de tres tipos: mutaciones con cambio de sentido, mutaciones sin 

sentido y mutaciones silenciosas (Tabla 12). En los 20 aislamientos multirresistentes 

evaluados, se detectaron al menos dos mutaciones de distinto tipo en cada uno, lo que 

sugiere una alta frecuencia de alteraciones genéticas en este gen en cepas resistentes. 

Estos hallazgos muestran la importancia de las mutaciones en ERG11 como un posible 

factor clave en los mecanismos de resistencia antifúngica. 
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En un reciente estudio sistemático realizado en 2024, se recopiló 2 222 casos de 

sustituciones asociadas con resistencia a los azoles reportados en la literatura. Además, 

se llevaron a cabo análisis computacionales exhaustivos de las secuencias. En total, se 

identificaron 169 sustituciones en el gen ERG11, en 133 sitios de la enzima esterol 14-α-

desmetilasa en siete especies del género Candida. Específicamente, C. albicans presentó 

120 sustituciones distribuidas en 97 sitios distintos (124). En el presente estudio, se 

identificaron nueve sustituciones de aminoácidos (A114S, S216L, Y221H, S222P, 

W244G, Y257H, I261F, L276S y L305P) (Tabla 12), de las cuales seis ya habían sido 

previamente reportadas en investigaciones anteriores (A114S, Y221H, S222P, Y257H, 

L276S y L305P).  

En el presente trabajo, se observó que la mutación con cambio de sentido Y257H 

(sustitución de tirosina por histidina en la posición 257) se presentó en el 100 % (20 

aislamientos) de los aislamientos multirresistentes secuenciados. Asimismo, la mutación 

A114S (sustitución de alanina por serina en la posición 114), alcanzó el 95,0 % (19 

aislamientos). En contraste, las mutaciones Y221H, S222P, L276S y L305P tuvieron una 

frecuencia significativamente menor, detectándose únicamente en el 5,0 % de los casos 

(1 aislamiento cada una) (Tabla 13). Estos hallazgos evidencian que la presencia de estas 

mutaciones no es excluyente, ya que en los aislamientos se encontraron de dos a más 

mutaciones coexistiendo simultáneamente. Esto sugiere una posible propagación entre 

estas variantes genéticas, que podría contribuir al perfil multirresistente observado, dentro 

del establecimiento analizado.  

Las mutaciones con mayor prevalencia identificadas en este estudio, A114S e Y257H, 

han sido descritas previamente en la literatura científica. Un estudio realizado en China 

durante el año 2015, se analizó las mutaciones del gen ERG11 en aislamientos de Candida 

spp. resistentes a los azoles (fluconazol, itraconazol y voriconazol). Los resultados 
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indicaron que la especie predominante era C. albicans, la cual presentaba un perfil de 

resistencia cruzada a los azoles evaluados. En dicho estudio se detectaron 27 mutaciones 

con sustitución de aminoácidos, siendo A114S e Y257H las más frecuentes. Además, se 

observó que estas mutaciones se presentaban simultáneamente en las cepas analizadas, 

reforzando su relevancia en el contexto de la resistencia antifúngica (125). Por otro lado, 

en China en el mismo año, se reportó estas mutaciones en aislados de cepas de Candida 

resistentes a los triazoles, destacando su alta frecuencia (126). De manera similar, en Irán, 

en el año 2022, se confirmó la misma tendencia, al identificar la presencia de A114S e 

Y257H en un gran grupo de cepas resistentes a los azoles (127).  

En el contexto americano, nacional y local, la información disponible sobre mutaciones 

en el gen ERG11 sigue siendo limitada, aunque los estudios existentes respaldan los datos 

obtenidos en esta investigación. Por ejemplo, en el año 2017, en Estados Unidos, se 

secuenció el gen ERG11 de 63 aislamientos clínicos resistentes al fluconazol, de los 

cuales 55 presentaban al menos una mutación. En este análisis se identificaron 26 

sustituciones de aminoácidos, destacando nuevamente A114S e Y257H (128). 

En el ámbito nacional, en el año 2021, se evaluó la prevalencia de mutaciones asociadas 

a resistencia al fluconazol y voriconazol en C. albicans, encontrando que todas las cepas 

secuenciadas portaban la mutación Y257H (129). Por su parte, a nivel local, en 

Cajamarca, se analizó la frecuencia de mutaciones en ERG11 en aislamientos resistentes 

al fluconazol, identificando una alta frecuencia tanto de A114S como de Y257H (29). 

Este último estudio, aunque en años diferentes (2021-2022), corrobora la relevancia de 

estas mutaciones en la población local. 

En relación a las mutaciones con mayores frecuencias encontradas en el gen ERG11. Se 

puede inferir que la sustitución de tirosina por histidina en la enzima lanosterol 14-α-
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desmetilasa (ERG11) de Candida podría conferir resistencia a los azoles al alterar las 

interacciones en el sitio activo. La tirosina, con su grupo hidroxilo y estructura aromática, 

facilita la unión estable con ciertos de ciertos sustratos con el sitio activo de la enzima. 

Al ser reemplazada por histidina, que tiene un grupo imidazol más pequeño y 

químicamente diferente, se debilitan estas interacciones, disminuyendo la afinidad a 

sustratos por la enzima codificada por el gen ERG11 (120). Esto permite que la enzima 

pierda parte de su actividad catalítica y detenga su proceso de síntesis de lanosterol, 

generando la producción de esteroles alternativos necesarios para la supervivencia 

celular, incluso en presencia de antifúngicos. Este cambio adaptativo es un mecanismo 

clave de resistencia en Candida  

Asimismo, en el caso de la sustitución de alanina por serina en la enzima lanosterol 14-

α-desmetilasa (ERG11) de Candida puede tener implicaciones importantes para la 

resistencia a los azoles. Probablemente, debido a la naturaleza no polar de la alanina, la 

cual contribuye a mantener la estructura hidrofóbica del sitio activo de la enzima. Sin 

embargo, al ser reemplazada por serina, que es polar, pueden formarse nuevas 

interacciones, como puentes de hidrógeno, o modificarse las interacciones hidrofóbicas 

dentro del sitio activo (120). Estos cambios estructurales podrían alterar la afinidad de la 

enzima por su sustrato (lanosterol) o inhibidores (como los azoles), afectando así su 

función y potenciando la resistencia a los antifúngicos. 

En cuanto a las mutaciones Y221H, S222P, L276S y L305P, aunque no se cuenta con 

suficiente información que demuestre una relación directa con las mutaciones de mayor 

prevalencia (A114S e Y257H), su presencia en aislamientos resistentes a los azoles ha 

sido documentada en estudios previos.  
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En el caso de las mutaciones Y221H y L276S, estas fueron registradas en un estudio 

realizado en China, durante el año 2004, donde se analizaron aislamientos resistentes a 

los azoles, y se encontró dichas mutaciones, demostrando su posible implicancia en la 

resistencia (130). Por otro lado, en 2013, se reportó la presencia de las mutaciones 

Y221H, L276S y L305P en aislamientos clínicos resistentes a los azoles (131), lo que 

guarda similitud con los datos obtenidos en el presente estudio. 

Con respecto a la mutación S222P, hasta la fecha, su única referencia en la literatura 

científica corresponde al estudio realizado a nivel local, Cajamarca (29). Este dato es 

particularmente relevante, ya que los aislamientos analizados en ese estudio provienen 

del mismo establecimiento que los utilizados en esta investigación, aunque en un periodo 

de tiempo distinto, lo que muestra la persistencia de esta mutación en dicha institución.  

En cuanto a la mutación sin sentido L280STOP (Tabla 13) identificada en algunos 

aislamientos resistentes analizados (6; 30,0 %), representa un hallazgo relevante debido 

al significativo porcentaje encontrado y a la limitada información existente sobre este tipo 

de mutaciones en el gen ERG11. Las mutaciones sin sentido generan codones de 

terminación prematuros que interrumpen la cadena polipeptídica, afectando la 

funcionalidad de la proteína resultante y, potencialmente, contribuyendo a la resistencia 

antifúngica. Un estudio realizado en India (2019) se identificó mutaciones sin sentido en 

las posiciones 245 y 283 del gen ERG11 en aislamientos de C. albicans resistentes a los 

azoles (132). Estos hallazgos confirman la posible existencia de este tipo de mutaciones 

en cepas resistentes y la diversidad genética del gen ERG11.  

En relación con las mutaciones silenciosas identificadas en este estudio (T204C, T465G, 

A579C, T639C, T693A, A789G, T822C y T951C) (Tabla 13), solo una de ellas, T693A, 

ha sido previamente reportada en aislamientos resistentes a los azoles. Esta mutación 
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presentó una incidencia del 15,0 % (3 aislamientos) en los datos analizados, lo cual 

coincide con los hallazgos de un estudio realizado en 2022, en dicho estudio, llevado a 

cabo con aislamientos provenientes de China, se documentó la presencia de T693A en 

cepas de Candida resistentes a los azoles (133), lo que respalda la validez de los 

resultados obtenidos en el presente trabajo. En contraste, las demás mutaciones 

silenciosas encontradas en este estudio no han sido reportadas previamente en la literatura 

científica, lo que sugiere un vacío en el conocimiento sobre su relevancia. Si bien las 

mutaciones silenciosas no afectan directamente la secuencia de aminoácidos de la 

proteína, algunos estudios sugieren que podrían influir en la estabilidad del ARNm (123), 

lo que eventualmente podría impactar en la resistencia antifúngica.  

En el presente estudio, el secuenciamiento del gen ERG11 en los aislamientos sensibles, 

utilizados como contraste para analizar las levaduras resistentes, permitió identificar una 

mutación con cambio de sentido (E266D) y cinco mutaciones silenciosas (A798C, 

T996C, C1110T, T1203C y A1440G) (Tabla 12). Estas alteraciones han sido previamente 

reportadas en cepas sensibles a los azoles. La mutación E266D ha sido documentada en 

múltiples estudios que emplearon aislamientos sensibles como controles frente a cepas 

resistentes, lo que sugiere que esta mutación es característica de aislamientos sensibles y 

no está relacionada con la capacidad de resistencia a los azoles en C. albicans. En este 

contexto, en un estudio realizado en el año 2004, coincide con los resultados obtenidos, 

ya que también se identificó la misma mutación con cambio de sentido en aislamientos 

sensibles a los azoles (134).  

La detección de mutaciones en los genes ERG3 y ERG11 en cepas multirresistentes de C. 

albicans tiene importantes implicaciones clínicas y terapéuticas. En primer lugar, pone 

de manifiesto la necesidad de desarrollar pruebas de diagnóstico molecular que permitan 

identificar de manera rápida y precisa estos cambios genéticos. Este tipo de herramientas 
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podría facilitar un manejo más personalizado y efectivo de las infecciones por C. albicans, 

especialmente en pacientes con infecciones recurrentes o resistentes a los tratamientos 

con antifúngicos convencionales. En segundo lugar, la comprensión de los mecanismos 

moleculares de resistencia es esencial para el diseño de nuevas estrategias terapéuticas. 

Estas podrían incluir el desarrollo de fármacos específicos capaces de superar los efectos 

de las mutaciones identificadas o el uso de combinaciones terapéuticas que reduzcan la 

probabilidad de que surjan resistencias. Por ejemplo, la identificación de mutaciones en 

el presente estudio, como Y257H y A114S en el gen ERG11, y su alta prevalencia en las 

cepas resistentes subraya su relevancia como objetivos potenciales para el desarrollo de 

terapias. 

Finalmente, este trabajo documenta un amplio espectro de mutaciones con cambio de 

sentido, sin sentido y silenciosas, tanto previamente reportadas como no reportadas. Estos 

hallazgos no solo amplían el conocimiento sobre los genes ERG3 y ERG11, sino que 

también enfatizan la importancia de continuar investigando las variaciones genéticas en 

diferentes contextos geográficos y clínicos. En tal sentido, este estudio contribuye a la 

base de datos global sobre mutaciones asociadas con resistencia en C. albicans, 

proporcionando una referencia para futuras investigaciones y apoyando el desarrollo de 

estrategias más efectivas para abordar este desafío clínico. A medida que se generen más 

datos, será posible no solo entender mejor la distribución y frecuencia de estas 

mutaciones, sino también correlacionarlas con resultados clínicos específicos, 

fortaleciendo así el manejo y tratamiento de las infecciones por Candida. 
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CAPITULO V 

5.1 Conclusiones 

• De los 204 aislamientos clínicos analizados, el 55,4 % (113 aislamientos) se 

identificó como C. albicans, mientras que el 44,6 % (91 aislamientos) 

correspondieron a especies de C. no albicans, incluyendo C. glabrata (38 

aislamientos), C. parapsilosis (24 aislamientos), C. tropicalis (13 aislamientos), 

C. krusei (7 aislamientos) y otras especies (9 aislamientos). 

 

• Se determinó que el 53,4 % de los aislamientos clínicos presentó resistencia a al 

menos un antifúngico de la familia de los azoles. Además, el 44,1 % (90 

aislamientos) mostró resistencia a dos o más antifúngicos de esta familia. Por otro 

lado, el 32,8 % (67 aislamientos) mostró resistencia específica a al menos un 

antifúngico de los grupos de triazoles o imidazoles, y un 9,8 % (20 aislamientos) 

exhibió un perfil de resistencia total. 

 

• En los 20 aislamientos multirresistentes a todos los antifúngicos (PR1) se 

identificaron diversas mutaciones en los genes asociados a la resistencia. En el 

gen ERG3 se detectaron 11 mutaciones con cambio de sentido y 7 mutaciones 

silenciosas. En el caso del gen ERG11, se detectaron 9 mutaciones con cambio de 

sentido. Además, se identificó una mutación sin sentido y 8 mutaciones 

silenciosas.  
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5.2 Recomendaciones 

Los hallazgos revelan un panorama preocupante de resistencia antifúngica en Candida 

spp., destacando una diversidad significativa de mutaciones en los genes ERG3 y ERG11, 

asociados con la resistencia a los azoles. Se recomienda priorizar estudios 

epidemiológicos en C. albicans, por su alta prevalencia y multirresistencia, así como en 

especies de C. no albicans, cuya incidencia está en aumento. Es fundamental implementar 

técnicas moleculares para detectar mutaciones relacionadas con la resistencia y diseñar 

estrategias de vigilancia, control y uso racional de antifúngicos en los hospitales. Además, 

se sugiere capacitar al personal de salud en diagnóstico temprano y manejo adecuado de 

estas infecciones, con el objetivo de mitigar su impacto en la región. 
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Apéndice 2.  

FICHA DE REGISTRO DE DATOS sobre aislamientos cepas de Candida spp 

   

N° Código 
Numero de 

solicitud 

Fecha de 

toma de 

muestra 

Tipo de 

muestra 
Servicio hospitalario 

Sexo del 

paciente 
Edad 

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

N° 

____ 
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Apéndice 3 

 FICHA DE REGISTRO DE DATOS sobre el  

análisis microbiológico de los aislamientos de las cepas de Candida spp 

 

   

N° Código 
Tipo de 

muestra 

Análisis microbiológico 

Agar 

Sabouraud 

Examen 

KOH 

Tubo 

germinal 
ChromAgar Candida 

Formación 

de velo 

Prueba 

opacidad 
 

  

Colonia 

Tiempo Cr.: 

Tamaño:  

Forma: 

Borde: 

Elevación: 

Textura: 

Otros: 

 

 

Tiempo Cr.: 

Color: 

Tamaño:  

Forma: 

Borde: 

Elevación: 

Textura: 

Otros: 

 

C. T. C.D. 

 

  

Colonia 

Tiempo Cr.: 

Tamaño:  

Forma: 

Borde: 

Elevación: 

Textura: 

Otros: 

 

 

Tiempo Cr.: 

Color: 

Tamaño:  

Forma: 

Borde: 

Elevación: 

Textura: 

Otros: 

 

C. T. C.D. 

 

  

Colonia 

Tiempo Cr.: 

Tamaño:  

Forma: 

Borde: 

Elevación: 

Textura: 

Otros: 

 

 

Tiempo Cr.: 

Color: 

Tamaño:  

Forma: 

Borde: 

Elevación: 

Textura: 

Otros: 

 

C. T. C.D. 

 

  

Colonia 

Tiempo Cr.: 

Tamaño:  

Forma: 

Borde: 

Elevación: 

Textura: 

Otros: 

 

 

Tiempo Cr.: 

Color: 

Tamaño:  

Forma: 

Borde: 

Elevación: 

Textura: 

Otros: 

 

C. T. C.D. 

N° 

____ 
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Apéndice 4. Separación de fases por el método de extracción Fenol/Cloroformo/Alcohol 

Isoamílico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el tubo deben separarse dos fases y formar una interfase que los divide. La fase acuosa 

superior contiene el ADN, mientras que las proteínas se encuentran en la fase hidrofóbica 

inferior. 

 

Apéndice 5. Precipitación del ADN extraído 

  

Fase superior 

Fase inferior 

Fase intermedia 

ADN precipitado 
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Apéndice 6. Revisión y edición del cromatograma de los productos secuenciados.     

Revisión: En el cromatograma se analizan 

los nucleótidos (picos y calidad) tanto en 

las secuencias forward como reverse. En 

caso de encontrar discrepancias, se 

verifica la alineación en Aliview. 

Edición: Cuando se identifican 

diferencias, se prioriza el nucleótido de la 

secuencia molde considerando la calidad 

de los picos. Se reemplaza el nucleótido 

por aquel con mejor calidad. 

Por ejemplo, en la primera parte, los nucleótidos T (secuencia Forward) y A (secuencia 

Reverse) presentan calidades de 58 y 22, respectivamente. Además, en el cromatograma, 

el nucleótido T muestra un pico más definido. De manera similar, en la alineación de la 

secuencia molde con las secuencias Forward y Reverse, se observa que en la posición 

donde ocurre la variación, el nucleótido original es T. Por lo tanto, en la segunda parte, 

se reemplaza el nucleótido A por T. 
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Apéndice 7. Obtención de secuencia consenso en base de las secuencias Forward y 

Reverse. 

  

Después de revisar y editar las secuencias utilizando el cromatograma y la alineación en 

Aliview, se completaron los extremos de cada secuencia, tanto para la secuencia Forward 

como para la Reverse, asegurando su concordancia con la secuencia de la base de datos. 

Este proceso permitió obtener secuencias idénticas y generar la secuencia consenso, la 

cual será utilizada en los análisis bioinformáticos posteriores. 

Secuencia de la base de datos 

Secuencia Forward 
Secuencia Reverse 

Secuencia de la base de datos 

Secuencia Forward 
Secuencia Reverse 
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Apéndice 8. Método de difusión en disco para evaluar la sensibilidad a antifúngicos: triazoles 

(fluconazol y voriconazol) e imidazoles (miconazol y clotrimazol). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se evalúa la sensibilidad antifúngica de los aislamientos mediante el método de difusión en 

disco. En la placa (A), el aislamiento analizado muestra resistencia a todos los antifúngicos: 

no se observa halo de inhibición para fluconazol ni voriconazol, y los halos correspondientes 

a miconazol y clotrimazol son pequeños y poco definidos. En contraste, en la placa (B), el 

aislamiento presenta sensibilidad total a los antifúngicos evaluados, evidenciada por halos de 

inhibición amplios y bien definidos, lo que indica una alta eficacia de estos compuestos frente 

al aislamiento. 

 

 

  

A B 
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Apéndice 9. Cuantificaciones y calidad de las muestras de ADN extraído de las cepas de C. 

albicans con un perfil de resistencia a todos los azoles (PR1) y perfil de sensibilidad. 

Aislamientos resistentes (PR1) 

Aislamiento 
Cantidad de ADN 

ng/ul 

Relación 

260/280 260/230 

324 126.80 2.07 2.13 

369 139.00 2.08 2.19 

627 121.00 2.01 2.10 

947 111.90 2.00 2.14 

1138 116.10 2.08 2.15 

3172 101.90 2.00 2.12 

3227 141.80 2.09 2.19 

3788 154.20 2.07 2.17 

3820 121.70 1.96 2.04 

2922 151.50 2.03 2.15 

4073 141.70 2.06 2.16 

4653 143.60 2.08 2.19 

5247 158.90 2.09 2.18 

5564 155.50 1.97 2.15 

5734 154.10 2.04 2.18 

5801 137.20 1.96 2.05 

6164 139.20 1.93 2.03 

6312 153.90 2.02 2.11 

7008 148.10 2.00 2.10 

7019 145.30 1.96 2.03 

Aislamientos sensibles (controles) 

3895 133.60 2.05 2.17 

4121 144.40 2.09 2.19 
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Apéndice 10. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados del PR1 

mediante PCR convencional para los genes ERG3 y ERG11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En los Carriles 1 al 4 y 11 al 14: presencia del gen ERG11, con un tamaño aproximado de 

1750 pb, y en los Carriles 5 al 10 y 15 al 20: presencia del gen ERG3, con un tamaño 

aproximado de 1163 pb. 

  

ERG11: 

1750 pb 

ERG11: 

1750 pb 

ERG3: 

1163 pb 

ERG3: 

1163 pb 
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Apéndice 11. Cromatograma y alineación de una de las secuencias del gen ERG3, 

visualizada en el programa Chromas y Aliview, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alineación de las secuencias de aminoácidos del ERG3 de los aislamientos con perfil de 

resistencia a todos los azoles usados. (A) Primer fragmento de aminoácidos del ERG3, se 

observa varias mutaciones con cambio de sentido diferentes, (B) Segundo fragmento de 

aminoácidos del ERG3, se observa algunas mutaciones con cambio de sentido. Las 

mutaciones están resaltadas en colores únicos según el aminoácido cambiado.  

A 

B 
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Apéndice 12. Cromatograma y alineación de una de las secuencias del gen ERG11, 

visualizada en el programa Chromas y Aliview, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alineación de las secuencias de aminoácidos del ERG11 de los aislamientos con perfil de 

resistencia a todos los azoles usados.(A) Primer fragmento de aminoácidos del ERG11, se 

observa mutaciones con cambio de sentido siendo la común A114S en casi todas las muestras 

secuenciadas, (B) Segundo fragmento de aminoácidos del ERG11, se observa varias 

mutaciones con cambio de sentido, prevaleciendo en la mayor proporción de muestras 

secuenciadas, Y257H; también se observa una mutación sin sentido en varias muestras 

(L280Stop), lo cual genera un codón de terminación. 

A 

B 



109 
 

ANEXOS 

Anexo 1 

Medio Modificado: Agar Muller-Hinton 

Es una modificación del medio Muller-Hinton con mayor sensibilidad en especies fúngicas. Este medio 

se complementa con glucosa a una concentración final del 2%, lo cual proporciona un crecimiento 

fúngico adecuado. La adición de colorante azul de metileno a una concentración final de 0,5 μg/mL 

mejora la definición del borde de la zona 

• Preparación del inóculo: SDA (cultivo de 24 horas) 

• Medio de prueba: suspensión de inóculo madre 

                              0,5 estándar de McFarland 

                              1X106 a 5X106 UFC/ml 

A1. Preparación del agar Mueller-Hinton suplementado: 

(1) El agar Mueller-Hinton debe prepararse a partir de una base de agar Mueller-Hinton deshidratada 

comercialmente disponible de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

(2) Disuelva 0,1 gramos de colorante azul de metileno en 20 ml de agua destilada y caliente suavemente 

para disolver. No sobrecalentar. Agregar 100 μL de esta solución por litro de suspensión de agar. 

(3) Añadir 20 gramos de glucosa por litro de suspensión de agar. 

(4) Esterilice en autoclave según las instrucciones del fabricante. 

(5) Inmediatamente después de la esterilización en autoclave, deje que la solución de agar se enfríe en 

un baño de agua a una temperatura de 45 a 50 °C. 

(6) Vierta el medio recién preparado y enfriado en placas de Petri de fondo plano de plástico sobre una 

superficie horiz ontal nivelada para obtener una profundidad uniforme de aproximadamente 4 mm. Esto 

corresponde a 67 a 70 mL de medio para placas de 150 mm de diámetro y de 28 a 30 mL para placas de 

100 mm de diámetro. 

(7) Debe dejarse enfriar a temperatura ambiente y, a menos que la placa se use el mismo día de la 

preparación, almacenarse a temperatura de refrigeración (2 a 8 °C). El medio de agar debe tener un pH 

entre 7,2 y 7,4 a temperatura ambiente. Las placas deben usarse dentro de los siete días posteriores a la 

preparación, a menos que se hayan tomado las precauciones adecuadas, como envolverlas en plástico, 

para minimizar el secado del agar. Las placas deben someterse a pruebas de control de calidad. 
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Anexo 2 

BUFFER DE LISIS PARA EXTRACCIÓN DE ADN 

(FENOL/CLOROFORMO/ALCOHOL ISOAMÍLICO) 

 

 

 

Todos los componentes se mezclan utilizando un agitador magnético, hasta que la solución 

se vea transparente. Los volúmenes de los reactivos varían de acorde al volumen final que se 

desea obtener. Se guarda a temperatura ambiente, por motivo que uno de sus componentes 

es SDS y en refrigeración se poder cristalizar y dañar el buffer. 


