
  45  

 

Efecto de dosis subletales del fluconazol en la actividad 
de fosfolipasa de Candida no albicans 

Ruíz-Campos RM1, Rueda-Gordillo F1,2, Lama-González EM2, Rodríguez-Fernández MSC2,              
Hernández-Solís SE1,2. 
1Departamento de Microbiología y Biología Molecular, 2Cuerpo Académico de Microbiología, Patología y Biología 
Molecular. Facultad de Odontología. Universidad Autónoma de Yucatán  

RESUMEN 
 
Introducción. En las úl mas décadas se ha registrado un 
aumento en la incidencia de infecciones provocadas por C. 
tropicalis, C. glabratra y C. parapsilosis. Esta emergencia se 
debe al empleo de an fúngicos que en concentraciones 
inadecuadas promueven el desarrollo de resistencia, así como 
cambios en la expresión de factores de virulencia como la 
ac vidad de la enzima fosfolipasa, la cual está relacionada con 
la adherencia de esta levadura a la mucosa oral. Obje vo. 
Determinar el efecto de dosis subletales de fluconazol en la 
ac vidad de la enzima fosfolipasa de cepas de Candida no 
albicans. Material y Métodos. Se determinó la ac vidad de la 
enzima fosfolipasa siguiendo la metodología de Price (1982), 
descrita por Oksuz et al. y la concentración mínima inhibitoria 
del fluconazol mediante la técnica M27-A3, de las cepas de 
referencia de C. tropicalis ATCC 750, C. glabratra ATCC 90030 y 
C. parapsilosis ATCC 22019. Posteriormente las cepas se 
cul varon en caldo RPMI con dosis subletales de fluconazol (4, 
16 y 2 µg/ml respec vamente) y se hicieron 3 pases. Al tercer 
pase, se seleccionaron 3 clonas de cada especie y se cuan ficó 
nuevamente la ac vidad de la fosfolipasa para observar algún 
cambio. Resultados: Las cepas de C. tropicalis ATCC 750, C. 
glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019 tuvieron un 
promedio de ac vidad fosfolípica inicial de .90, .89 y .89 
respec vamente. Las mismas cepas al tercer pase tuvieron un 
promedio de ac vidad de .78, .75 y .74. Discusión. Se observó 
que la ac vidad de la enzima fosfolipasa se vio ligeramente 
aumentada al exponer las levaduras a dosis subletales de 
fluconazol, estos resultados muestran una pobre ac vidad 
an fosfolipasa del fluconazol en las cepas estudiadas. 
Conclusiones. No se observaron cambios significa vos en la 
ac vidad de la fosfolipasa cuando las cepas fueron expuestas a 
dosis subletales del fluconazol. 
 
Palabras clave: Fluconazol, Subletal, Candida, Candida no 
albicans.  

 

ABSTRACT 
 
Introduc on. In recent decades there has been an increase in 
the incidence of infec ons caused by C. tropicalis, C. glabratra 
and C. parapsilosis. This emergence is due to the use of 
an fungals that in inadequate concentra ons promote the 
development of resistance, as well as changes in the expression 
of virulence factors such as the ac vity of the enzyme 
phospholipase, which is related to the adherence of this yeast 
to the oral mucosa. Objec ve. To determine the effect of 
sublethal doses of fluconazole on the phospholipase enzyme 
ac vity of non-albicans Candida strains. Material and Methods. 
Phospholipase enzyme ac vity was determined following the 
methodology of Price (1982), described by Oksuz et al. and the 
minimum inhibitory concentra on of fluconazole by the M27-
A3 technique, of reference strains of C. tropicalis ATCC 750, C. 
glabratra ATCC 90030 and C. parapsilosis ATCC 22019. The 
strains were then cultured in RPMI broth with sublethal doses 
of fluconazole (4, 16 and 2 µg/ml respec vely) and 3 passes 
were made. At the third pass, 3 clones of each species were 
selected and phospholipase ac vity was again quan fied to 
observe any changes. Results: C. tropicalis ATCC 750, C. glabrata 
ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019 strains had an average 
ini al phospholipase ac vity of .90, .89 and .89 respec vely. The 
same strains at the third pass had an average ac vity of .78, .75 
and .74. Discussion. It was observed that the phospholipase 
enzyme ac vity was slightly increased when the yeasts were 
exposed to sublethal doses of fluconazole, these results show a 
poor an phospholipase ac vity of fluconazole in the strains 
studied. Conclusions. No significant changes in phospholipase 
ac vity were observed when the strains were exposed to 
sublethal doses of fluconazole.  
 
Keywords: Fluconazole, Sublethal, Candida, Candida no 
albicans.  
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INTRODUCCIÓN 
 

L as especies de Candida están implicadas en una 
amplia variedad de infecciones en pacientes 

inmunocomprome dos como los pacientes con 
VIH/SIDA, receptores de trasplantes y pacientes 
con cáncer (1). En los úl mos años se han 
incrementado las infecciones invasivas causadas 
por especies de Candida no albicans, debido a 
diversos factores como neutropenia, 
hospitalización prolongada, cirugía abdominal, 
tratamientos invasivos y uso de an bió cos de 
amplio espectro (2). En infecciones sanguíneas, se 
ha reportado a C. albicans como la especie más 
prevalente (34.4%), seguida de las especies de 
Candida no albicans, C. parapsilosis (30.4%), C. 
tropicalis (25.4%), C. glabrata (4.8%) y C. krusei 
(2.1%) (3). Las especies de C. parapsilosis, C. 
tropicalis y C. glabrata, cons tuyen más de 90% de 
los aislamientos con una resistencia baja a los 
an fúngicos de uso común (4). Estas cepas poseen 
diferentes factores de virulencia que favorecen su 
acción invasora. Las fosfolipasas son un grupo de 
enzimas que enen la capacidad de hidrolizar uno o 
más enlaces éster en glicerofosfolípidos de la 
membrana celular (5) de las células del hospedero. 
Se considera un factor de virulencia propio de 
Candida porque está asociada con la adhesión, la 
penetración y la invasión de las células epiteliales, 
así como la interacción con las vías de transducción 
de la señal del huésped (6).  
El fluconazol es un agente triazol hidrosuble que 
debido a su alta eficacia se ha conver do en uno de 
los fármacos más comúnmente empleado en el 
tratamiento de infecciones causadas por Candida y 
en terapias profilác cas de pacientes 
inmunodeprimidos, sin embargo, debido a su uso 
indiscriminado se presentan cada vez con más 
frecuencia cepas de Candida no albicans resistentes 
a este an fúngico, las cuales presentan cambios 
morfológicos y fisiológicos que por ende producen 
alteraciones en la expresión de los factores de 
virulencia provocando nuevos retos terapéu cos. 
Se ha observado que cepas de C. glabrata pueden 
desarrollar una resistencia secundaria al fluconazol, 
en tanto que C. tropicalis y C. parapsislosis 
muestran una menor suscep bilidad a este fármaco 
en comparación con cepas de C. albicans (7,8).  
 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Se realizó un estudio experimental. Se estudiaron 3 
clonas por cada cepa control de C. tropicalis ATCC 
750, C. glabrata ATCC 90030 y C. parapasilosis 
ATCC 22019. Las cepas se encontraban conservadas 
a -80°C en el cepario del Departamento de 
Microbiología y Biología Molecular de la Facultad 
de Odontología de la Universidad Autónoma de 
Yucatán. 
Recuperación de las cepas de Candida no albicans.  
Una porción de cada una de las cepas congeladas 
se inoculó en 3 ml de Caldo Dextrosa Sabouraud 
(CDS) y se incubó a 37°C por 24hs, posteriormente, 
se tomó un inóculo del caldo y se cul vó en una 
placa de Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) a 37°C por 
48hs. Posteriormente, una colonia cada cul vo se 
inoculó en el medio CHROMagar Candida® a 37°C 
por 48hs. Los cul vos de color morado, azul y rosa 
claro se consideraron como C. glabrata, C. 
tropicalis, y C. parapsilosis respec vamente (9). 
Determinación de dosis subletales de fluconazol 
Para determinar las dosis subletales del fluconazol 
(FLZ), se obtuvo la concentración mínima inhibitoria 
(CMI) de cada una de las cepas de estudio, según la 
técnica M27-A3 del Clinical Laboratory Standards 
Ins tute (10).  
Par endo de una solución madre de FLZ a una 
concentración de 1500 µg/ml se preparó una 
dilución hasta una concentración de 256 µg/ml, 
colocando en un tubo estéril 409 µl de la solución 
madre y 1991 µl de medio de cul vo RPMI.  
Posteriormente se hizo una dilución 1:1 colocando 
1200 µl de la solución anterior en un tubo estéril y 
agregándole 1200 µl de medio de cul vo RPMI para 
obtener una concentración de 128 µg/ml de FLZ. Se 
con nuó con este proceso de diluciones para 
obtener un total de diez diluciones de trabajo del 
FLZ: 256 µg/ml, 128 µg/ml, 64 µg/ml, 32 µg/ml, 16 
µg/ml, 8 µg/ml, 4 µg/ml, 2 µg/ml, 1 µg/ml y 0.5 µg/
ml. Estas se conservaron en refrigeración a 5ºC por 
un periodo no mayor de 90 días. 
Se preparó una suspensión de cada cepa de 
Candida a par r de un cul vo 24hs en ADS. Se tomó 
el equivalente a 5 colonias y se resuspendieron en 
5ml de solución salina (0.85%) ajustando la 
concentración hasta llegar a una densidad óp ca 
del tubo 0.5 del nefelómetro de Mcfarland; el cual 
equivale a una concentración de 1.5x106 UFC/ml.  
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Para la obtención de la CMI, 100 µl de cada una de 
las diluciones de FLZ se colocaron en una microplaca 
par endo de la concentración de 256 µg/ml que se 
colocó en la columna 1 hasta llegar a la 
concentración de 0.5 µg/ml en la columna 10. En la 
columna 11 se colocó el control posi vo de la cepa y 
en la columna 12 el medio de cul vo RPMI como 
control nega vo. Posteriormente se colocaron 100 
µl de la suspensión de las cepas de Candida en las 
columnas 1 a 11 para obtener concentraciones 
finales de FLZ de 128 µg/ml, 64 µg/ml, 32 µg/ml, 16 
µg/ml, 8 µg/ml, 4 µg/ml, 2 µg/ml, 1 µg/ml, 0.5 µg/
ml y 0.25 µg/ml. En la columna 12 se colocó 100 µl 
de medio de cul vo RPMI como control nega vo. 
Una vez realizadas las suspensiones del FLZ con cada 
una de las cepas de Candida de estudio en la 
microplaca, esta se incubó a 35°C por 48hs. Pasado 
el empo de incubación, se procedió a observar las 
suspensiones para detectar a que concentración del 
FLZ había inhibición del crecimiento de la cepa de 
estudio, tomando como referencia la ausencia de 
turbidez (indicador de crecimiento). Para corroborar 
los resultados, 100 µl de la suspensión en la que se 
había notado la inhibición del crecimiento, se 
inocularon en una placa de ADS y se incubó a 37°C 
por 24hs para observar la ausencia de crecimiento 
de la cepa de estudio. La concentración del FLZ 
previa a la que indujo la inhibición del crecimiento, 
fue considerada como la dosis subletal. 
Cul vo de las cepas de Candida no albicans con 
dosis subletales de fluconazol 
Una vez obtenidas la dosis subletales del FLZ para C. 
glabrata, C. tropicalis, y C. parapsilosis, se procedió 
a realizar los cul vos para la obtención de las clonas.  
Un inóculo de cada una de las cepas de estudio se 
cul vó en 10ml del medio de cul vo RPMI a 35°C 
durante 12 h en una na orbital. Una vez obtenidos 
los cul vos, éstos se igualaron a una turbidez del 
tubo 1 del nefelómetro de McFarland equivalente a 
una concentración de 3x108 UFC/ml, se tomaron 16 
µl de esta dilución y se inocularon en 4984 µl de 
solución salina para llegar a la concentración de 
1x106 UFC/ml.  
De la dilución de cada cepa de C. glabrata, C. 
tropicalis, y C. parapsilosis, se tomaron 100 µl y se 
inocularon en 10 ml del medio de cul vo RPMI con 
dosis subletales del FLZ correspondiente a cada una. 
Las suspensiones se incubaron a 35°C durante 24 h 
en una na orbital. Pasado el empo de incubación, 

se realizó un pase de los cul vos, tomando 100 µl de 
cada uno para inocularlos nuevamente en 10 ml de 
medio de cul vo RPMI con dosis subletales de FLZ, 
los cul vos fueron incubados 35°C durante 24 h en 
una na orbital. Este proceso se realizó 1 vez más, 
para obtener un total de 3 cul vos de cada cepa con 
dosis subletales de FLZ. 
De cada uno de los cul vos con dosis subletales de 
FLZ, se tomaron alícuotas de 1 ml y se mezclaron 
con 0.5 ml de glicerol al 50% para conservar a -70°C 
para realizar ensayos posteriores (11). 
Cuan ficación de la ac vidad de fosfolipasa 
La cuan ficación de la ac vidad de la fosfolipasa se 
realizó a cada una de las cepas de estudio antes y 
después de ser some das a dosis subletales del FLZ.  
Para medir la ac vidad de la fosfolipasa, se tomó el 
equivalente de 3 colonias de cada cepa de un cul vo 
de 24 h en ADS y se colocaron en 5 ml de solución 
salina, las suspensiones se igualaron a una lectura 
de 0.075 de absorbancia equivalente a una 
concentración de 1.5x106. 
Posteriormente, 10 µl de la suspensión se 
depositaron sobre el medio de Agar Yema de Huevo 
(13,0 g SGA (Oxoid), 11,7 g de NaCl, 0,11 g de CaCl2 y 
10% de yema de huevo estéril (Oxoid), 184 ml de 
agua des lada). El cul vo se incubó a 37°C durante 
7 días y al cabo de este empo, se midió el diámetro 
de la zona de precipitación alrededor de la colonia 
(un indicador de la ac vidad de la fosfolipasa) y se 
calculó el índice de ac vidad enzimá ca (Pz), 
siguiendo la metodología de Price (1982), descrita 
por Oksuz et al. (12) Para esto, se dividió el 
diámetro de la colonia levaduriforme entre el 
diámetro de la colonia más la zona de producción 
enzimá ca. El índice de Pz puede arrojar valores que 
van de cero a uno, índices de Pz comprendidos 
entre 0.64 y 0.99 se considerarán como ac vidad 
posi va. Valores menores de 0.69 se consideran 
como de mayor ac vidad, los valores comprendidos 
entre 0.70 y 0.79 de ac vidad moderada, los que se 
encuentren entre 0.80 y 0.89 de ac vidad débil y los 
que se encuentren entre 0.9 y 0.99 como de 
ac vidad muy débil. Los ensayos se realizaron por 
triplicado. 
 
RESULTADOS 
 
En total se estudiaron 3 clonas por cada cepa de C. 
tropicalis, C. glabrata y C. parapsilosis. A estas 
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cepas se les determinó la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) frente al fluconazol (FLZ) (Tabla 1) 
y con base en estas concentraciones, las cepas 
fueron retadas realizando cul vos de cada una con 
dosis subletales de FLZ: C. tropicalis (2 µg/ml), C. 
glabrata (16 µg/ml) y C. parapsilosis (1 µg/ml). Se 
seleccionaron nuevamente 3 clonas por cada cepa 
para posteriormente determinarles nuevamente la 
CMI. Al comparar la CMI entre las clonas antes y 
después de ser retadas con dosis subletales de FLZ, 
se encontró que en todas las cepas retadas la CMI 
fue mayor que la que se presentaron antes de ser 
retadas (tabla 1), indicando una sensibilidad 
disminuida o un aumento en la resistencia al 
fluconazol. 
 
Tabla 1. CMI de cepas de Candida no albicans antes y después 
de ser retadas con dosis subletales de FLZ. 

Sensible (S), Sensible dosis dependiente (SDD), Resistente (R). 

 
Al evaluar la ac vidad de la enzima fosfolipasa de C. 
tropicalis, C. glabrata y C. parapsilosis se observaron 
cambios en las cepas que fueron retadas con FLZ ya 
que estas de a acuerdo a sus índices de Pz, pasaron 
de tener una ac vidad de débil a muy débil antes de 
ser retadas con dosis subletales del FLZ a una 
ac vidad moderada después del reto (tabla 2).  
 

Tabla 2. Promedios del índice Pz de la ac vidad de la fosfolipasa 
de las cepas de Candida no albicans antes y después de ser 
retadas con dosis subletales de FLZ.  

 
DISCUSIÓN  
 
Los resultados de este estudio revelaron que las 
cepas de Candida no albicans presentan una gran 

capacidad adapta va, ya que mostraron un 
aumento en resistencia al fluconazol (FLZ) tras un 
breve periodo de exposición con dosis subletales.  
Las cepas de C. tropicalis retadas con fluconazol 
presentaron un aumento en la concentración 
mínima inhibitoria (CMI) a este an fúngico, al pasar 
de sensible (4 µg/ml) a dosis dependiente (32 µg/
ml). También se observó un aumento en su 
ac vidad de la enzima fosfolipasa (de débil a 
moderada). Estos resultados concuerdan con los 
reportados por Barchiesi et al. (13) quienes 
observaron un aumento en la CMI al FLZ (de 1 µg/
ml a 16 µg/ml) en las cepas de C. tropicalis que 
fueron expuestas a dicho an fúngico. Deorukhkar 
et al. (14) estableció una relación directamente 
proporcional entre en aumento de la ac vidad de la 
fosfolipasa y la capacidad de formación de 
biopelícula con el aumento de resistencia al FLZ en 
cepas de C. tropicalis. En cuanto a las cepas de C. 
glabrata retadas, se observó un aumento en la CMI 
al FLZ, la cual pasó de 32 µg/ml (SDD) a 64 µg/ml 
(R). Estos resultados concuerdan con el estudio 
realizado por Panackal et al. (15) quien reportó 
cepas de C. glabrata resistentes al FLZ con una CMI 
≥64 µg/ml (R) las cuales fueron aisladas de 
pacientes que estuvieron bajo tratamiento previo 
con FLZ. Por otro lado, también se observó una 
mayor ac vidad en la enzima fosfolipasa en las 
cepas de C. glabrata que fueron retadas con FLZ (al 
pasar de débil a moderada). Las cepas de C. 
parapsilosis que fueron retadas con FLZ 
presentaron un aumento en la CMI a este 
an fúngico la cual pasó de 2 µg/ml (S) a 32 µg/ml 
(SDD). Estos resultados concuerdan con un estudio 
realizado por Sarvikivi et al. (16) quien reportó una 
mayor incidencia (50%) de cepas de C. parapasilosis 
con sensibilidad reducida al FLZ en pacientes 
some dos a tratamiento profilác co con este 
an fúngico. De igual manera, se observó un 
aumento de la ac vidad de la enzima fosfolipasa de 
débil a moderada. A diferencia de lo observado en 
este estudio, Yi Ping et al. (17) reportó una 
ac vidad alta para la fosfolipasa; esta diferencia en 
los resultados puede deberse al origen de los 
aislamientos evaluados ya que estos úl mos se 
obtuvieron de diferentes fuentes clínicas. 
Las clonas de C. tropicalis, C. glabrata y C. 
parapsilosis mostraron una un aumento en la 
resistencia al fluconazol cuando fueron retadas con 

Cepas de  
Candida no albicans 

Cepas  
no retadas 

Cepas  
retadas 

C. tropicalis 4 µg/ml (S) 32 µg/ml (SDD) 

C. glabrata 32 µg/ml (SDD) 64 µg/ml (R) 

C. parapsilosis 2 µg/ml (S) 32 µg/ml (SDD) 

Ruíz-Campos RM y cols. 

Cepas de  
Candida no albicans 

Cepas  
no retadas 

Cepas  
retadas 

C. tropicalis 0.90 0.78 

C. glabrata 0.89 0.75 

C. parapsilosis 0.89 0.74 
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dosis subletales de este an fúngico. A pesar de que 
la ac vidad de la enzima fosfolipasa se vio 
ligeramente aumentada al exponer las levaduras a 
dosis subletales de fluconazol, estos cambios no 
fueron significa vos.  
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