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RESUMEN 

 

 

 

 

El agente etiológico más importante a nivel mundial de micosis oportunistas es Cándida 

spp, que puede llegar a producir infecciones importantes en el huésped incluyendo la 

muerte en algunos casos. Actualmente se ha observado un aumento en el aislamiento de 

cepas resistentes a antifúngicos, lo que se ha convertido en un problema de salud pública a 

nivel mundial. En varios informes realizados se encuentran con mayor frecuencia aislados 

de Candida albicans, pero en las últimas décadas se ha observado un incremento en 

especies C. no albicans, como C. tropicalis y C. glabrata con patrones variables de 

resistencia. Debido a esto, surge la terapia fotodinámica (TFD) como un tratamiento 

alternativo que combina tres elementos principales, un fotosensibilizador, que es activado a 

una longitud de onda específica y oxígeno, que al reaccionar conducen a la formación de 

especies reactivas de oxígeno (ERO) que inducen la muerte del agente infeccioso. El 

objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la TFD en especies del género 

Candida resistentes a antifúngicos utilizando azul de metileno (AM) como 

fotosensibilizador (FS).  

Se identificaron y confirmaron levaduras C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata resistentes 

a antifúngicos por la técnica de PCR especie - específico y MALDITOF en vinculación con 

la Universidad de Valencia, España y la TFD se realizó en el Instituto Nacional de 

Astrofísica, Óptica y Electricidad en Puebla, México. Las cepas de C. albicans, C. 

tropicalis y C. glabrata identificadas se cultivaron en placas Dextrosa Sabouraud (SB) y se 

resembraron en medio líquido SB. La TFD in vitro se realizó en microplacas de 96 pocillos 

inoculadas con C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata respectivamente y AM, 

posteriormente se incubaron a 37 ºC en oscuridad. Para la TFD se utilizó un dispositivo 

LED rojo, irradiando a 55 J / cm
2
. Posteriormente, se recuperaron las levaduras y se 

resembraron en placas SB y se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC), para 

ser analizados por métodos estadísticos (ANOVA) y la prueba de Tukey (P <0.05).  La 

TFD resultó ser efectiva contra el crecimiento de las levaduras en estudio, permitiendo una 

diferencia significativa para C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata con respecto al control, 

en promedio se obtuvo una inhibición del 99.55, 98.32 y 83.75 % de UFC respectivamente. 

Cabe mencionar que en 2 cepas C. glabrata incluyendo la cepa de referencia se realizó la 

TFD con irradiaciones repetidas que mejoraron los resultados. Por lo tanto, la TFD no 

discrimina los resultados en cepas resistentes a antifúngicos.  

Por medio de este trabajo se muestra además que la TFD con AM es un buen candidato 

para usarse como una alternativa en el tratamiento contra infecciones por especies del 

género Candida, principalmente en pacientes en los que la administración de antifúngicos 

es contraindicada o quienes presentan infecciones con resistencias antifúngicas. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 INFECCIONES NOSOCOMIALES 

 

Las infecciones nosocomiales (IN) o infecciones asociadas a la atención médica (IAAS), 

son un problema de salud a nivel mundial debido al aumento de la morbilidad y mortalidad. 

Las IN se definen como infecciones adquiridas durante la estancia en un hospital, que no 

estaban presentes ni en período de incubación, ni en el momento del ingreso del paciente, 

que puede ser localizada o sistémica. Usualmente, se considera que una infección 

corresponde a una IN si se manifiesta al menos 48 horas después de la admisión. Las 

principales IN son: infección de tracto urinario asociada al uso de catéter, neumonía 

asociada al uso de ventilador, infección de sitio quirúrgico y la infección del torrente 

sanguíneo asociada al uso de catéter. De forma general, estas infecciones se encuentran 

relacionadas a procedimientos asistenciales que ocasionan la disrupción de las defensas 

propias del huésped por un dispositivo o una incisión, permitiendo la invasión del 

microorganismo en donde el papel del huésped es muy relevante (Pujol, M. & Limón, E. 

2013; Khan, H. A., et al. 2017). Existen múltiples condiciones del huésped que predisponen 

la adquisición de infecciones nosocomiales; por ejemplo, la edad, la gravedad de la 

enfermedad de base, el estado inmunológico, el estado nutricional, entre otros, que suponen 

un riesgo elevado de infección durante el ingreso hospitalario (Arango Díaz, A., et al. 

2018). Según las estimaciones de la OMS, aproximadamente el 15% de todos los pacientes 

hospitalizados sufren IN, (Khan, H. A., et al. 2017) incrementado la probabilidad de morir, 

lo que implica un aumento en los gastos hospitalarios (Rodríguez Salgado M. 2018), para 

los pacientes incluidos sus familiares y costos adicionales para los sistemas de salud, 

(WHO, 2013) por conceptos de estadía prolongada, tratamientos costosos, que además 

eliminan la microbiota normal del huésped y facilitan la generación selectiva de 

microorganismos multidrogorresistentes (Arias Flores, R., et al. 2016), reintervenciones 

quirúrgicas, sin contar con los costos sociales dados por pérdidas de salarios y producción 

(Arango Díaz, A., et al. 2018), que a su vez ocasionan efectos incalculables en sus vidas, y 

un impacto enorme en la economía del país.  

 

Durante la hospitalización el paciente se expone a una gran variedad de microorganismos 

como bacterias, virus, hongos y parásitos que ocasionan infecciones. Mismas que son 

contraídas de otra persona (infección cruzada), de la propia microbiota del paciente 

(infección endógena), transmitida por un objeto inanimado o por sustancias recién 

contaminadas provenientes de otro foco humano de infección (infección ambiental) (OMS, 

2003). Uno de los principales microorganismos causantes de infecciones nosocomiales de 

origen micótico se refiere a hongos del género Candida (Arias Flores, R., et al. 2016).  

 

1.2 CANDIDOSIS 

 

La candidosis o candidiasis son micosis causadas por diversas especies de levaduras del 

género Candida, hongo de tipo oportunista que vive habitualmente en el ser humano como 

parte de la microbiota en la piel y las mucosas, la infección generalmente se asocia a 

diversos factores de riesgo (Vega Sánchez, D. C. 2015). Las formas clínicas pueden 

presentarse como infecciones cutáneas y mucosas sin sintomatología, que pueden ocurrir a 

cualquier edad y surgen cuando se rompe la barrera ecológica o la función inmunitaria está 
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dañada, entonces puede volverse una infección  sistémica y comprometer estructuras 

profundas internas con evolución aguda o crónica que son generalmente severas (Arendrup, 

M. C. 2013; Vega Sánchez, D. C. 2015).  
 

1.2.1 CANDIDOSIS SUPERFICIAL 

 

Las infecciones fúngicas de la piel y las uñas son el grupo más común y extendido de todas 

las micosis. Generalmente afectan a más del 20 - 25% de la población mundial, parti- 

cularmente en países tropicales debido al calor y la humedad. La candidosis cutánea 

superficial puede manifestarse como intertrigo, dermatitis del pañal, paroniquia Candida, 

onicomicosis e infecciones mucocutáneas. A menudo, la enfermedad se desarrolla en la piel 

húmeda de los pliegues y la región perigenital, extendiéndose hacia el área interna del 

muslo. En casos severos, la infección puede producir pápulas, erosiones y raramente 

úlceras. Los pacientes con frecuencia son diabéticos, confinados a la cama, bebés, ancianos 

y pacientes adiposos (Taha, M., & Zaghloul, A. B. 2018). 

 

Las infecciones mucocutáneas por candidosis más comunes son las infecciones orales e 

infecciones genitales. Candida es un agente comensal en la cavidad oral del 45 - 65 % de 

las personas sanas (Patil, S., et al. 2015). La candidosis oral puede ser aguda o crónica con 

descamación de células epiteliales, típicamente los pacientes suelen ser asintomáticos y/o 

presentar síntomas variados como sensaciones dolorosas, malestar local y dificultad para 

tragar (Gacon, I., et al. 2019; Millsop, J. W., & Fazel, N. 2016) hasta placas blancas 

removibles dolorosas. La candidosis genital por otro lado, ocurre en al menos el 20% de la 

población femenina, aunque esta estadística se eleva un 30% al final del embarazo y en 

pacientes inmunodeprimidos (Sobel, J. D. 2014; Ruhnke, M. 2018). 

 

1.2.2. CANDIDOSIS INVASIVA O DISEMINADA 

 

Candida es un comensal inofensivo en el tracto gastrointestinal (GI), pero cuando su 

crecimiento avanza sin control puede causar una infección, ingresando al torrente 

sanguíneo y causar candidosis invasiva o diseminada con una alta morbilidad y mortalidad. 

La candidosis invasiva comprende tanto la candidemia como la candidosis de tejido 

profundo y abarca una serie de infecciones. La mayoría de las infecciones sistémicas por 

Candida spp. se origina en el tracto gastrointestinal o urológico, aunque también se 

relacionan con el uso de catéter. La mortalidad entre los pacientes con candidosis invasiva 

es de hasta el 40 %, incluso en los pacientes que reciben tratamiento (Kullberg, B. J., & 

Arendrup, M. C. 2015) y puede afectar órganos internos como los riñones (Kauffman, C. A. 

2005), el hígado, el bazo, los pulmones (Canals, M., et al. 2014), el cerebro (Tsakiri, S., et 

al. 2018) y las válvulas cardíacas (Kara, A. 2018).  

 

Se describe que el uso de profilaxis antifúngica es capaz de disminuir la incidencia de 

infecciones invasivas, pero también se ha demostrado que el uso de medicamentos 

antifúngicos a su vez conduce a la aparición de hongos resistentes y se vuelven una 

amenaza grave para el paciente (Gunsalus, K. T. W., et al. 2015). El riesgo de muerte es 

muy alto, incluso mortal particularmente entre los pacientes de la Unidad de Cuidados 

Intensivos (UCI) (Ruhnke, M. 2018; Keighley, C., et al. 2019). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arendrup%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24192246
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arendrup%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24192246
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1.3 Candida spp. 

 

Actualmente, hay más de 150 especies conocidas de Candida, sin embargo, solo 15 de estas 

especies se consideran patógenas, entre las que se encuentran: C. albicans, C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. 

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

C. auris (Pappas, P. G., et al. 2018). Todas las especies de Candida asimilan y fermentan 

glucosa, y no asimilan nitritos, pero su capacidad para usar diferentes fuentes adicionales 

de carbono y nitrógeno varía considerablemente, por ejemplo, a medida que atraviesa 

diferentes nichos del huésped, Candida spp. puede adaptarse y usar simultáneamente 

fuentes alternativas de carbono, para su supervivencia y su virulencia (Böhringer, M., et al. 

2016). En humanos, generalmente coloniza algunas regiones, como la piel, la orofaringe, el 

tracto respiratorio inferior, el tracto gastrointestinal y el sistema genitourinario donde su 

proliferación está controlada por el sistema inmunitario del huésped (Pappas, P. G., et al. 

2018).  

 

Candida spp. se identifica como levaduras alargadas o ligeramente redondas 2 - 6 x 3 - 9 

µm. En general son levaduras que crecen en un pH entre 2.5 a 7.5, a temperatura que va 

desde 20 a 38 °C (Castañon Olivares, L. R. 2016). Generalmente se aíslan en medio agar 

dextrosa sabouraud (SB), que es un medio enriquecido que contiene glucosa, peptona 

y agar, y mediante la adición de cloranfenicol puede evitarse el crecimiento de bacterias 

(figura 1).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. a) Colonias típicas de levaduras C. albicans en placas de 
agar SB, b) Microscopía en contraste de fases; levaduras C. albicans 

observadas a 40X.  

 

 

 

Levaduras Candida spp. se reproducen por gemación y la división nuclear ocurre en la 

unión entre la célula madre y la célula hija. Cuando la célula hija se desprende 

completamente de la célula madre las levaduras se consideran unicelulares, se consideran 

hifas si permanecen firmemente unidas de extremo a extremo después de la citocinesis en 

a) b) 
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forma de tubo delgado, de modo que producen estructuras filamentosas multicelulares 

llamadas micelios, por otro lado, las células seudohifales presentan forma de elipsoide y 

tienen características tanto de levaduras como de hifas, figura 2. Otra estructura formada 

por cepas C. albicans son las llamadas clamidosporas, aunque su papel parece indefinido. 

Las clamidosporas son células grandes, esféricas, de paredes gruesas que se observan in 

vitro bajo ciertas condiciones adversas, como el hambre y la hipoxia (Noble, S. M., et al. 

2016). 

 

 

Figura 2. Principales morfologías celulares de C. albicans: 
levadura, pseudohifas e hifas en microscopia de contraste 

de interferencia diferencial y representación esquemática 

de cada morfología, (arriba y abajo respectivamente). 
 

 

Una propiedad de Candida que ha generado gran interés y se encuentra relacionado a su 

capacidad virulenta es la de presentar varias formas de colonias. Esta capacidad se 

encuentra relacionada a su morfología fenotípica de colonias blancas lisas y colonias 

opacas rugosas descritas por primera vez en un aislado clínico particular de C. albicans in 

vitro, las primeras son colonias, blancas cremosas, brillantes y convexas en medios sólidos 

(figura 1), sin embargo en medios que contienen glucosa, y a temperatura ambiente, las 

colonias blancas ocasionalmente producen sectores de células opacas, de crecimiento lento 

con colonias de aspecto más oscuros, mate, aplanados y rugosas. Las células opacas son 

alargadas en comparación con las células blancas, son aproximadamente tres veces más 

grandes (en volumen) y tienen vacuolas más pronunciadas. A esta propiedad de cambiar de 

colonias lisas a opacas se le denomina “switching” fenotipo (véase en el tema patogénesis) 

(Noble, S.M. et al. 2016). 

 

1.4 EPIDEMIOLOGÍA 

 

Mientras que C. albicans ha sido el patógeno aislado con mayor frecuencia, esta especie 

representa actualmente solo la mitad de los aislamientos detectados, porque en las últimas 

décadas especies C. no albicans han aumentado (Pappas, P. G., et al. 2018), donde C. 

glabrata es la especie más común, seguido de C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei 

(Sadeghi, G., et al. 2018) causando infecciones más graves debido a que presentan patrones 

de variabilidad de resistencia a antifúngicos tradicionales como el fluconazol,  
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incrementando así, la duración de la estadía en el hospital, el costo de la atención médica, 

inclusive la mortalidad en el paciente (Quindós, G. 2014).  

 

La prevalencia de C. no albicans en la mayoría de las regiones se determina por factores 

como los patrones de uso de antifúngicos de fondo en la región, factores de riesgo de 

pacientes individuales y brotes clonales, es decir, brotes que involucran una Candida spp. 

que es única en un entorno de atención médica (Vázquez Tsuji, O., et al. 2014), p. ej., C. 

parapsilosis se encuentra asociada a infecciones en neonatos, adultos jóvenes y 

generalmente en pacientes relacionados al uso de catéter venoso central e 

hiperalimentación, debido a su propensión de colonizar la piel humana y la capacidad de 

adherirse a dispositivos médicos. C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei, por otro lado, 

causan infecciones en pacientes mayores en asociación con cirugía abdominal, tumores 

sólidos, trasplantes y / o tratamientos prolongados con corticoides. Otras especies que 

aparecen con menos frecuencia en entornos clínicos, como C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. 

kefyr y C. guilliermondii, están asociadas con patrones de susceptibilidad específicos o con 

hospedadores específicos, p. ej., C. dubliniensis ha sido particularmente común en 

pacientes infectados por VIH (Pappas, P. G., et al. 2018; Quindós, G. 2014). 

 

Además, hay algunas diferencias geográficas importantes en la distribución de especies que 

causan candidosis invasiva. C. parapsilosis es la primera o segunda etiología de candidemia 

en Australia, América Latina y los países mediterráneos de África, Asia y Europa. Por el 

contrario, C. glabrata tiene un importante papel etiológico en EE. UU., Europa Central y 

del Norte, que a su vez pueden presentarse con resistencias al fluconazol y otros triazoles, 

equinocandinas y / o anfotericina B (Quindós, G. 2014). 

 

1.4.1 Candida auris, LEVADURA EMERGENTE 

 

Candida auris se describió por primera vez como un aislado del canal auditivo de un 

paciente en Japón en 2009, posteriormente se aisló de varios sitios corporales de pacientes 

en múltiples países en los cinco continentes (figura 3). Las tasas de mortalidad varían 

significativamente entre las regiones geográficas desde el 32,5 % al 72 % (Jeffery Smith, 

A., et al. 2017).  

 

C. auris puede identificarse erróneamente en los laboratorios de diagnóstico 

convencionales con otras especies del mismo género por su similitud. El escenario es 

preocupante ya que esta especie exhibe una disminución in vitro de susceptibilidad contra 

antifúngicos. Los datos de susceptibilidad antifúngica demuestran que es altamente 

resistente al fluconazol y que un tercio de los aislamientos exhiben una concentración 

mínima inhibitoria elevada al voriconazol y anfotericina B (Chowdhary, A. 2016). 
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Figura 3. Mapa de los países desde los cuales se han notificado casos únicos y 

múltiples de C. auris, al 30 de septiembre de 2019. Otros países no destacados en este 

mapa también pueden tener casos de C. auris no detectados o no notificados. Imagen 

extraída de https://www.cdc.gov 

 

 

1.5 PATOGÉNESIS 

 

Candida spp. es un agente comensal que habita formando parte de la microbiota humana en 

piel y mucosas. La transición de un estado comensal a un estado patogénico se debe 

generalmente a un cambio en el estado inmunológico o alteraciones primarias del paciente 

más que del hongo, por otro lado, para desarrollar una infección Candida depende de su 

virulencia, patogenicidad y dosis infecciosa. Otro punto importante es la propiedad de 

transición morfológica (levadura, pseudohifas, hifas) de Candida spp., pues dictan las fases 

de colonización, crecimiento, diseminación y evasión del sistema inmune (Jabra Rizk, M. 

A. 2016). 

 

1.5.1 ADHESIÓN 

 

Tanto comensal como patogénica, las levaduras Candida spp. se unen a células hospederas, 

y debido a múltiples estímulos como el contacto con la célula epitelial y la temperatura 

corporal, desencadena la morfogénesis hifal que responde con la producción de factores de 

virulencia tempranos, (Jabra Rizk, M. A., 2016) por ej., Hwp1 (proteína 1 de la pared de la 

hifa), Als3 (proteína similar a la aglutinina 3), entre otras que se expresan de forma 

dependiente de hifas. Además, de las adhesinas y receptores de las células epiteliales, 

Candida spp. también puede reconocer patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP) a través de receptores tipo Toll o receptores de reconocimiento de patrones de tipo 

lectina C (PRR). La detección de componentes de la pared celular fúngica puede activar las 

vías de señalización MAPK y NF κB aguas abajo (Böhringer, M., et al. 2016). Las hifas 

invasoras y pseudohifas desencadenan varias vías de señalización proinflamatorias en el 

huésped asociadas con la enfermedad activa, mientras que las levaduras, que simplemente 

colonizan la superficie del tejido sin causar daño, desencadenan una respuesta inflamatoria 
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más silenciada asociada al estímulo de MAPK. Es decir que, la transición de levadura a hifa 

es necesaria para la virulencia en las infecciones diseminadas, también son necesarios para 

la formación de biopelículas (Noble, S. M., et al. 2016). A excepción de C. glabrata que no 

tiene la capacidad para formar hifas o pseudohifas como C. albicans o C. tropicalis, pero al 

igual que los anteriores es altamente oportunista y responsable de infecciones graves, su 

prevalencia está relacionada con muchos otros factores como su capacidad de expresar 

adhesinas como Epa (adhesina epitelial) asociadas a su pared celular, cambio morfológico 

de colonias, su capacidad para formar biopelículas, entre otras. Aunque, se sabe muy poco 

acerca de su patogénesis, también se ha relacionado a su capacidad de resistencia contra 

antifúngicos (Muñoz del Valle, G. M. 2015; Richardson, J. P., et al. 2018). 

 

Dependiendo de los sitios de la colonización del hospedero Candida spp. tienen la 

capacidad de realizar un “switching” fenotipo, lo que implica un cambio dramático en el 

fenotipo celular y diferencias en la capacidad de colonizar la piel, y realizar un cambio de 

células blancas a una células opacas con fenotipo intermedio alargado, donde estas últimas 

colonizan más fácilmente la piel, causando cavidades en la superficie de la piel, pero 

quizás, lo más intrigante de las células opacas es que pierden la capacidad de liberar un 

potente quimioatrayente para los polimorfonucleares (figura 4). Este atrayente es liberado 

solo por las células blancas. En términos prácticos, la falta de quimioatrayente podría hacer 

que las células opacas, pero no las células blancas, sean invisibles para los células del 

sistema inmune (Soll, D. R. 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4. Micrografías electrónicas A) transición entre células 

de levadura “blanco” y una única célula oblonga, espinosa, 

“opaca”, D) las células opacas, pero no las células blancas, 

colonizan fácilmente la piel de un ratón recién nacido, 
hundiéndose en una cavidad inducida, E) la eliminación de 

células opacas de la piel revela cavidades. Imagen extraída de 

Soll, D. R. 2014.  
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La mayoría de las infecciones por Candida spp. están asociadas con su capacidad de formar 

biopelículas en el tejido del huésped o en superficies abióticas. Las biopelículas son 

comunidades estructuradas de poblaciones microbianas que se encuentran asociadas a una 

superficie, incrustadas en una matriz de polisacáridos extracelulares propuestos para 

proporcionar protección a las células incrustadas en las biopelículas, además de brindarles 

estabilidad, así como, la protección contra el sistema inmunitario del huésped y la 

capacidad de tolerar concentraciones extremadamente altas de antimicrobianos provocando 

una gran impacto en la salud pública, ya que las células liberadas de las biopelículas 

formadas en biomateriales implantados, pueden potenciar las infecciones sistémicas (Jabra 

Rizk, M. A. 2016). 

 

1.5.2 INVASIÓN 

 

Dos mecanismos complementarios están involucrados en la invasión de C. albicans a través 

de las células epiteliales: la endocitosis inducida y la penetración activa (figura 5). La 

endocitosis inducida por hongos contribuye a las primeras etapas de la invasión (Da Silva 

Dantas, A., et al. 2016), seudópodos producidos por el huésped rodean al hongo para 

atraerlo hacia la célula huésped, este proceso depende de atributos fúngicos que incluyen la 

presión física y la penetración por la punta de hifas que avanza y la producción / secreción 

de factores de hifas que ayudan al proceso de invasión. Sin embargo, la formación de hifas 

no es suficiente para causar daño celular y es casi seguro que no sea el único factor que 

contribuye a la destrucción del tejido (Naglik, J. R., et al. 2011). Por el contrario, la 

penetración activa ocurre en momentos posteriores cuando las hifas invaden entre o, a 

través de las células epiteliales (Da Silva Dantas, A., et al. 2016). Durante la penetración 

activa, C. albicans secreta factores como proteasas, fosfolipasas, lipasas y esterasas, que 

afectan las uniones de las células epiteliales y facilita, además, la degradación de 

los componentes de la membrana celular junto con otros ligandos que facilitan la adhesión 

fúngica. La superóxido dismutasa localizada en la superficie celular fúngica desintoxica las 

especies reactivas de oxígeno (ERO) producidas cuando el tejido está dañado y también se 

expresa en la superficie de hifas ayudando en la adquisición de nutrientes, la invasión y la 

evasión de la defensa inmune del huésped (Jabra Rizk, M. A., 2016; Da Silva Dantas, A., et 

al. 2016). 

 

1.5.3 DAÑO 

 

El daño tisular es inherente en el proceso de invasión por la secreción de factores como las 

enzimas. En células fagocíticas, después de la internalización del hongo, la maduración del 

fagosoma en fagolisosoma es fundamental para la eliminación de los hongos. Por su parte, 

C. albicans ha desarrollado estrategias que le permiten sobrevivir en un ambiente como el 

fagolisosoma, esto mediante la manipulación y el escape de las células fagocíticas (Da 

Silva Dantas, A., et al. 2016). 

  

Cuando está dentro del fagolisosoma Candida induce una batería de enzimas y proteínas 

protectoras que incluyen catalasa, superóxido dismutasa, tiorredoxina, entre otras que 

degradan o eliminan ERO y especies reactivas de nitrógeno (ERN). Además, promueve la 

neutralización del fagolisosoma, permitiendo la morfogénesis de hifas de Candida, lo que 

facilita su escape y activa vías que forman quitina de refuerzo en la pared celular del hongo, 
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provocando así una lisis en el fagocito. Recientemente, se ha descrito un agente de lisis de 

células huésped secretoras de C. albicans, llamado “candidalisina”, que puede inducir daño 

a las membranas epiteliales (Da Silva Dantas, A., et al. 2016). 

 

Figura 5. Progresión de la infección por C. albicans en células 

epiteliales orales, caracterizada por tres etapas distintas: adhesión, 
invasión (a través de dos rutas diferentes: penetración activa y 

endocitosis inducida) y daño tisular. Micrografías electrónicas de 

barrido y transmisión e histología del tejido epitelial. Imagen 
extraída de Naglik J.R. et al. 2011. 

 

1.6 DIAGNÓSTICO 

 

Candida spp. es un hongo dimórfico; unicelular, en forma de levaduras y multicelular, 

formando hifas o pseudohifas. Especies como C. albicans y C. dubliniensis tienden a 

formar, además, esporas de pared gruesa denominadas clamidosporas, así mismo, de 

producir tubos germinales. La forma del hongo depende generalmente del medio y las 

condiciones en la que se encuentre, mismas que se utilizan para su identificación. La 

identificación rápida y precisa es importante para la aplicación de tratamiento efectivo, la 

disminución de cepas resistentes, así como también para la implementación de medidas 

efectivas de control de infecciones especialmente en pacientes que padecen candidosis 

potencialmente mortal (OPATHY Consortium, Gabaldón T., 2019). 

 

1.6.1 PRUEBAS DE DIAGNÓSTICO CONVENCIONALES 

 

Los métodos de identificación de levadura más utilizados se basan en fenotipos, como la 

prueba del tubo germinal (Mothibe, J. V., & Patel, M. 2017), uso de agar cromogénico 

(Hernández Botero, J. S., & Pérez Cárdenas, J. E. 2015), pruebas bioquímicas, sistemas 

automatizados bioquímicos (Delmonte, M. L., et al. 2017), o inmunológicos (Ruhnke, M. 

2018). Todos estos métodos requieren aislamiento y cultivo del agente infecciosos a partir 

de muestras clínicas en agar SB (medio enriquecido que contiene peptonas y una elevada 

concentración de glucosa que favorece el crecimiento de los hongos, adicionando 

cloranfenicol u otro antibiótico se convierte en un medio selectivo para hongospg) incubado 
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bajo condiciones de aerobiosis por 24 - 48 h a 37 °C (OPATHY Consortium, Gabaldón T., 

2019).  

A continuación, se presenta una lista de métodos tradicionales para la identificación de la 

especie Candida, descritos por Ruhnke, M. (2018): 

 

 Tinciones: Con la tinción de Gram las levaduras suelen comportarse como Gram 

positivas. Mediante estas tinciones también se puede observar la morfología como 

levaduras, hifas, pseudohifas o clamidosporas. 

 Prueba de tubo germinal o prueba de filamentación en suero: Se toma una pequeña 

porción de la colonia sembrada previamente en medio SB, con un asa estéril y se 

siembra en 0,5 ml de suero humano, se incuba a 37º C por 2 h, posteriormente, se 

observa al microscopio la formación de un tubo germinal sin constricción en su 

punto de origen y con forma característica de “espejo de mano”. 

 Formación de clamidosporas: Hongos presuntivos se siembran en medio bilis agar o 

agar harina de maíz con un asa estéril, se incuban a 28º C por 48 a 72 horas en 

condiciones de aerobiosis, posteriormente, se observa al microscopio la formación 

de esporas asexuales, de paredes gruesas y refringentes, llamadas clamidosporas, 

que pueden estar intercaladas o en posición terminal de las hifas. 

 Agar cromogénico o diferenciales: Hongos presuntivos se siembran el medio agar 

cromogénico, y se incuban a 37º C y por 48 a 72 h, luego, se observa el crecimiento 

de las colonias de color características según las enzimas que diferencian a cada 

especie. Según sus fabricantes, la especificidad en el reconocimiento de especies 

como C. albicans, C. tropicalis y C. krusei es cercana al 99%. 

 Hemocultivos: Los hemocultivos siguen siendo el método de elección para el 

diagnóstico de candidemia. Para aumentar el rendimiento de los hemocultivos por 

encima del 95%, se deben obtener hasta cuatro pares de hemocultivos. Sin embargo, 

no siempre se sigue esta regla. 

 Pruebas serológicas: Se pueden usar como pruebas de diagnóstico complementarias. 

Sin embargo, la sensibilidad y la especificidad varían ampliamente entre los 

diferentes estudios. Se pueden lograr mejoras adicionales en la sensibilidad 

mediante la combinación del ELISA sándwich de Candida con detección de 

anticuerpos. 

 

1.6.2 PRUEBAS DE DIAGNÓSTICO MOLECULARES 

 

La gran mayoría de los laboratorios asistenciales de nuestro país cuenta con métodos 

convencionales para la investigación de levaduras de importancia clínica, y en algunos 

casos no se identifican aislados de C. no albicans a nivel de especie, o se identifican 

erróneamente especies como C. haemulonii, C. gullermindii, C. parapsilosis o C. auris, 

entre otras especies poco comunes. Otros inconvenientes que pueden presentarse son, el 

tiempo de identificación prolongada (aproximadamente 72 h.) e incapacidad para 

identificar especies crípticas de los complejos C. parapsilosis (Kordalewska, M., et al. 

2017; Aguilar G., et al. 2017). Además, la identificación por métodos convencionales 

requiere de experiencia previa.  
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Por lo tanto, la confirmación utilizando herramientas moleculares como, por ejemplo:  PCR 

y espectrometría de masas (MALDI-TOF MS) son herramientas útiles, disminuyendo el 

tiempo de identificación y aumentando la sensibilidad y especificidad para identificar 

microorganismos a nivel de especie (Zhao, Y., et al. 2015; Tian Ao, X., et al. 2019; 

Kordalewska, M., 2017; Bal, A. M. & Gill, M. Mc. 2018).   

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa, es una técnica que permite amplificar regiones 

específicas de un segmento de ADN, generando millones de copias mediante el uso de 

oligonucleótidos específicos, obteniendo resultados de la identificación del microorganismo 

en pocas horas. Con esta técnica, se logra un diagnóstico más rápido, con mayor 

sensibilidad y especificidad que los procedimientos convencionales. El gen de ARN 

ribosómico (ARNr), está altamente conservado y se encuentra presente en múltiples copias, 

esto lo hace particularmente adecuado para su uso en la identificación de cepas. Los genes 

ribosomales que codifican las subunidades 5.8S están dispuestos en tándem formando 

unidades de transcripción que se repiten en el genoma de las levaduras (Vásquez, C. J. A., 

et al. 2016), y particularmente se utilizan para la identificación del género Candida (Ruiz 

Gaytan, A. C., et al. 2018), por otro lado, el estándar de oro internacional para la 

identificación de especies fúngicas es la amplificación y secuenciación del espaciador 

transcrito interno (ITS) del locus de ADNr (OPATHY Consortium, Gabaldón T., 2019; 

Luo, G. & Mitchell, G. T. 2002). Otras herramientas empleadas en la PCR para la 

identificación de especies del género Candida son la amplificación de genes GPI que 

codifican para glicosilfosfatidilinositol, amplificación de genes del intrón RPS0 que es un 

componente de la maquinaria de traducción y está extremadamente conservada entre las 

especies (García Martinez, J. M. et al. 2010), entre otros. 

 

MALDITOF: La ionización MALDI (desorción/ionización mediante láser asistida por 

matriz), acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo), el fundamento consiste en hacer 

incidir un rayo láser sobre un microorganismo embebido en una matriz, que provoca la 

ionización de una serie de proteínas y tras ser sometidos a un campo electrónico estas 

migran por un tubo con vacío hasta un detector donde se calcula la masa de cada proteína, 

por el tiempo de vuelo. El sistema lee una serie de espectros que son comparados con una 

base de datos que contiene el espectro esperado de cada microorganismo analizado, 

permitiendo así, la identificación de cepas clínicas entre género y especie. Los sistemas 

comerciales más empleados en la actualidad que usan la tecnología MALDI-TOF para 

identificación de microorganismos son el sistema VITEK®MS (bioMérieux, Durham, NC) 

y el sistema MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA). Las bases de datos 

de los espectros de referencia se comercializan como parte de un sistema patentado y son 

construidas y mantenidas por los fabricantes. En la identificación, estos sistemas asignan un 

valor de puntuación (MALDI Biotyper®) o nivel de confianza (VITEK®MS) a cada 

coincidencia, con base en las similitudes del microorganismo con los espectros de 

referencia. El sistema VITEK®MS posee dos configuraciones: VITEK®MS IVD y 

VITEK® MS Research Use Only (RUO). El sistema VITEK®MS RUO está avalado para 

uso en investigación, el sistema VITEK®MS IVD, compara el espectro obtenido con el 

espectro esperado de cada organismo o grupo de organismos contenido en la base de datos, 

obteniendo una identificación con un nivel de confianza que se calcula con base al 

porcentaje de probabilidad y el número de opciones de microorganismos posibles 

(Maldonado, N., et al. 2018). 
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1.7 ANTIFÚNGICOS 

 

Las clases de antifúngicos incluyen: polienos, azoles, alilaminas, flucitosina y 

equinocandinas (Cowen, L. E., et al. 2014). Para comprender los mecanismos de resistencia 

es necesario conocer el mecanismo de acción de cada antifúngico, que a continuación se 

describen. 

1.7.1 MECANISMO DE ACCIÓN DE ANTIFÚNGICOS 

 

Los azoles (p. ej., fluconazol, voriconazol y posaconazol) inhiben la enzima 14 α - 

lanosterol desmetilasa dependiente del citocromo P450 codificada por el gen ERG11 que 

convierte el lanosterol en ergosterol en la membrana celular, por otro lado, las alilaminas 

(p. ej., terbinafina) inhiben la actividad de la enzima escualeno epoxidasa que cataliza la 

conversión de escualeno en epóxido de 2, 3 - escualeno en la síntesis del ergosterol; el 

ergosterol es un componente principal de la membrana celular fúngica y contribuye a una 

variedad de funciones celulares, como la fluidez, integridad de la membrana y la función 

adecuada de las enzimas unidas a la membrana. Los polienos (p. ej., anfotericina B) se unen 

al ergosterol en la membrana plasmática, donde forman poros grandes que alteran la 

función celular. La flucitosina (5-fluorocitosina) inhibe el metabolismo de la pirimidina y la 

síntesis de ADN. Finalmente, las equinocandinas (p. ej., caspofungina, anidulafungina y 

micafungina) son agentes activos que se dirigen a la glucano sintasa, una enzima 

involucrada en la biosíntesis de la β- 1, 3 - D glucano; componente estructural principal de 

la pared celular fúngica (Cowen, L. E., et al. 2014; Campoy, S., et al. 2017). 

 

1.7.2 FACTORES RELACIONADOS EN LA FALLA TERAPÉUTICA 

 

Diversos factores del huésped, antifúngicos y los hongos contribuyen a las fallas 

terapéuticas, p. ej., los pacientes con un sistema inmunitario comprometido tienen más 

probabilidades de no responder a la terapia porque el tratamiento no cuenta con la ayuda de 

una respuesta inmune robusta en la lucha contra la infección,  por otro lado, los catéteres 

permanentes, las válvulas cardíacas artificiales y otros dispositivos implantados 

contribuyen a las infecciones refractarias porque a menudo están colonizadas con 

biopelículas (Perlin, D. S., et al. 2017). Además, se presume que el uso generalizado de 

agentes antifúngicos (Cowen, L. E., et al. 2014), la profilaxis, terapia repetida y a largo 

plazo (Perlin, D. S., 2017) resultan en la selección de cepas menos susceptibles o de la 

aparición de resistencia farmacológica adquirida durante la terapia en cepas susceptibles 

(Perlin, D. S., et al. 2015).  

 

En los últimos años se han detallado diversos mecanismos de resistencia antifúngica, que 

generalmente implican una reducción en la absorción del fármaco, la modificación del 

objetivo del fármaco y / o una reducción en el nivel celular del fármaco debido a la 

regulación ascendente de los transportadores de flujo de salida del fármaco (bombas) y las 

biopelículas, (Perlin, D. S., et al. 2015).  A su vez, la resistencia de los hongos contra los 

antifúngicos pueden ser primaria (intrínseca) o secundaria (adquirida). La resistencia 

primaria a los medicamentos se encuentra naturalmente entre algunos hongos sin 

exposición previa, la resistencia secundaria es la consecutiva a una quimioterapia incorrecta 

provocada por un esquema terapéutico inicial erróneo, una indicación inadecuada del 

tratamiento, o un incumplimiento del tratamiento (Perlin, D. S., et al. 2017). 
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1.7.3 RESISTENCIA CONTRA ANTIFÚNGICOS 

 

En general, la formación de biopelículas es un mecanismo importante de resistencia contra 

los antifúngicos (Perlin, D. S., et al. 2017). Las moléculas de antifúngicos son atrapadas en 

una matriz de polímeros rico en glucanos, sus mecanismos incluyen el secuestro de drogas 

y la expresión de transportadores de eflujo de drogas.  La biosíntesis de β - 1, 3 - glucano 

por glucano sintasa y la producción de matriz de biopelículas es crítica para las propiedades 

de resistencia de la biopelícula (Perlin, D. S., et al. 2015).  

 

Los azoles son los antifúngicos más utilizados en el tratamiento y profilaxis debido a su 

actividad de amplio espectro. Su resistencia ha surgido a través del desarrollo de resistencia 

adquirida y un cambio epidemiológico hacia especies menos susceptibles. C. glabrata e 

intrínsecamente C. krusei presentan altas tasas de resistencia a los azoles. Además de las 

biopelículas, adaptación fúngica y la tolerancia a los azoles, la aparición de alteraciones 

genéticas estables confiere resistencia a los antifúngicos. La resistencia por alteraciones 

genéticas en Candida spp. incluyen una regulación positiva de los transportadores de 

fármacos, la sobreexpresión o la alteración del objetivo del fármaco como mutaciones 

puntuales en el gen ERG11 y cambios celulares. La inducción de bombas de eflujo, que 

disminuyen la concentración de drogas dentro de la célula, es el mecanismo más común de 

resistencia a estos antifúngicos, codificadas por genes casetes de unión a ATP (ABC) o la 

superfamilia de facilitadores principales (MFS), ver figura 6 (Campoy, S., et al. 2017; 

Perlin, D. S., et al. 2017; Perlin, D. S., et al. 2015). 

 

Aunque la resistencia a anfotericina B es rara en Candida spp. pero, se han registrado 

algunos casos de resistencia en estudios previos en especies como C. glabrata, C. 

parapsilosis y C. tropicalis (Jiménez Guerra, G., et al. 2018), también se han encontrado 

informes de fracaso del tratamiento asociado con una concentración mínima inhibitoria alta 

a la anfotericina B en C. auris. El mecanismo de resistencia a la anfotericina B implica una 

reducción en el contenido de ergosterol en la membrana celular, ver figura 6 (Perlin, D. S., 

et al. 2017). 

 

Las equinocandinas son altamente activas contra la mayoría de las especies de Candida, 

pero son menos activas contra algunas cepas de C. parapsilosis, C. guilliermondii, y C. 

glabrata, donde se ha observado una tendencia alarmante de aumento de la resistencia. En 

general, la resistencia a la equinocandina en especies susceptibles de Candida surge 

después de una exposición repetida o prolongada, e implica la adquisición genética de 

mutaciones en los genes FKS, que codifican las subunidades catalíticas de la glucano 

sintasa, y generalmente se asocian con sustituciones de aminoácidos. La importancia clínica 

de la susceptibilidad intrínseca y reducida a los medicamentos no está clara porque las 

infecciones por hongos a menudo se tratan con éxito; sin embargo, el valor de esta 

característica puede variar con la población de pacientes, particularmente en los casos en 
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que las cepas son intermedias susceptibles o resistentes, ver figura 6 (Perlin, D. S., et al. 

2015; Perlin, D. S., et al. 2017; Muñoz del Valle, G. M., 2015). 

 

 

Figura 6. Resumen del mecanismo de resistencia de Candida spp. contra antimicóticos. Imagen 

extraída de Katzung, B. G. (2013). 

 

1.8 TERAPIA FOTODINÁMICA 

 

La terapia fotodinámica (TFD) tiene un método no invasivo y selectivo para la destrucción 

de células y tejidos no deseados, se ha utilizado con éxito para el tratamiento de infecciones 

virales, bacterianas y fúngicas resistentes a antimicrobianos, para la inactivación de 

patógenos en productos sanguíneos, para la esterilización del agua, para la desinfección y 

saneamiento de superficies (Benov, L. 2015). El renovado interés y los avances en la TFD 

antimicrobiana son bastante recientes, y acelerados por el advenimiento de la resistencia a 

los antimicrobianos (Abdel Kader, M. H. 2014) que en los últimos años se ha visto 

exacerbado por su uso inadecuado y excesivo. Estos microorganismos y genes resistentes 

no reconocen fronteras geográficas o ecológicas, por lo que es un problema a nivel mundial 

(FAO, 2016).  

 

La TFD es una técnica basada en tres componentes: un fotosensibilizador (FS), oxígeno 

molecular y luz visible, ninguno de los cuales es tóxico o daña las células / tejidos por sí 

mismo. La eficiencia de la TFD depende del tipo de FS, su localización intracelular, el 

tiempo de incubación, los parámetros de irradiación (fluencia, densidad de potencia y 

longitud de onda), la disponibilidad de oxígeno y la susceptibilidad del objetivo, incluidos 

los mecanismos de defensa antioxidante. La TFD se ha utilizado durante muchos años, pero 

solo ahora está siendo ampliamente aceptada y utilizada, a pesar de que tiene muchas 

ventajas sobre otros tipos de tratamientos. Es una técnica que no discrimina entre cepas 

susceptibles o resistentes a antimicrobianos, de manera que pueden ser eliminadas de 
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manera efectiva. Además, hasta ahora no hay evidencia de resistencia microbiana a la TFD, 

incluso después de la aplicación repetida (Abdel Kader, M. H. 2014), es selectiva, en tanto 

que el agente FS se acumule selectivamente en el sitio de interés y se preserven los tejidos 

normales circundantes, por lo tanto, la TFD trata enfermedades localizadas. Se puede usar 

cuando la cirugía no es posible. La TFD es un procedimiento de bajo costo, además es una 

terapia repetible, a diferencia de la radioterapia. Por lo tanto, ofrece un medio de manejo a 

largo plazo.  

 

1.8.1 FUNDAMENTO DE LA TFD 
 

La TFD implica la activación de un FS por luz visible esto después, de un período de 

incubación con las células específicas, posteriormente se aplica luz a una longitud de onda 

específica que activa el FS promoviendo la reacción fotodinámica que resulta en la 

producción de especies reactivas de oxígeno dentro de las células objetivo, provocando la 

muerte de la célula (Morton, C., et al. 2015). La reacción fotoquímica puede explicarse por 

medio del diagrama de Jablonski, que representa el mecanismo de la TFD, figura 7. 

 

Los FS, en el estado fundamental (singlete) tienen pares de electrones con espines opuestos 

en orbitales moleculares de baja energía (So). La absorción de un fotón (A) de luz con una 

longitud de onda específica eleva un electrón a un orbital de alta energía sin cambiar su 

espín, por lo tanto, el FS se transfiere desde su estado fundamental (S0) a un estado singlete 

excitado (Sn). El estado Sn es de corta duración (nanosegundos) y puede perder su energía y 

volver al estado fundamental emitiendo fluorescencia (F) o conversión interna en forma de 

calor (H) volviendo así a S0. Alternativamente, el estado Sn puede experimentar un proceso 

conocido como cruce entre sistemas (ISC), para formar un estado triplete excitado (T1) más 

estable donde se invierte el espín del electrón excitado. Esta inversión del espín electrónico 

es la razón de la vida relativamente larga (microsegundos) del estado T1, en comparación 

con solo nanosegundos del estado Sn. La molécula de FS desde el estado T1, puede perder 

energía y volver a su estado fundamental (S0) ya sea por emisión de fosforescencia (P), 

pero este proceso está prohibida por las reglas de selección cuántica porque requiere un 

cambio del espín electrónico, que es un proceso lento, también puede perder energía a 

través de la conversión interna o transiciones sin radiación durante las colisiones con otras 

moléculas formando especies químicamente reactivas por medio de la transferencia de 

electrones o energía (Benov, L. 2015; Abrahamse, H. & Hamblin, M. R. 2016; Cieplik, F., 

et al. 2018).   

 

El FS en estado T1 puede estar involucrado en dos tipos mecanismos. En el mecanismo tipo 

I, el FS en un estado T1 transfiere un electrón a sustratos circundantes que conducen a la 

formación de radicales superóxido (O 2 
- •

) que pueden reaccionar y producirse peróxido de 

hidrógeno (H 2 O 2), o en radicales hidroxilo libres altamente reactivos (HO •), que se 

forman a través de reacciones de tipo Fenton. Por el contrario, en el mecanismo tipo II, 

el estado T 1 del FS transfiere su energía directamente al oxígeno molecular en estado 

fundamental (
3 

O 2), lo que conduce a la aparición de oxígeno singlete (
1
 O 2), que no es 

más que oxígeno molecular energizado (Cieplik, F., et al. 2018). La transferencia de 

energía para producir 
1
 O 2 (tipo II) compite con la transferencia de electrones (tipo I), y se 

cree que la mayoría de los FS generan tanto 
1
 O 2 como radicales. Porque la transferencia de 

energía a O 2 ocurre a una velocidad mayor que la transferencia de electrones, y 
1
 O 2 es 
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más reactivo que O 2 
- 
∙, el oxígeno singlete se considera la principal especie dañina en 

TFD. Además, los sistemas biológicos están protegidos enzimáticamente contra el 

superóxido, pero las enzimas antioxidantes que eliminan 
1
 O 2 no han evolucionado, 

presumiblemente debido a su corta vida útil (Benov, L. 2015; Cieplik, F., et al. 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7. Diagrama de Jablonski que muestra los mecanismos fotoquímicos y fotofísicos de la 

TFD. Imagen extraída y modificado de Cieplik, F., et al. 2018.  

PS molecule: FS, S 0 : estado singlete del FS en su estado fundamental; S n : estado singlete 
excitado del FS; T 1 : estado triplete excitado del FS; A: absorción de luz; F: emisión de 

fluorescencia; H: calor (conversión interna); ISC: cruce entre sistemas; P: emisión de 

fosforescencia; 
3
 O 2 : oxígeno en estado fundamental; 

1
 O 2 : oxígeno singlete; O 2 

- •
 : anión 

superóxido; HO 
•
 : radical hidroxilo; H2O2: peróxido de hidrógeno.  

 

 
 

1.8.2 MECANISMOS DE CITOTOXICIDAD MEDIADA POR TFD 

 

Las células contienen una variedad de biomoléculas que son sustratos potenciales para la 

oxidación por 
1
 O 2 y otras especies reactivas generadas por TFD. En principio, la probabi- 

lidad de que tales especies reaccionen con un objetivo potencial depende de la distancia 

entre el FS y el objetivo, la abundancia del objetivo y la velocidad de reacción, figura 

8. Los FS raramente participan solo en procesos de tipo I o tipo II; por lo tanto, la 

activación fotodinámica generalmente genera una mezcla especies generadas por 

reacciones de tipo I y tipo II (O 2 
- 
∙, HO ∙ y 

1
 O 2) (Benov, L. 2015). 

 

 

 

 
 

H2O 
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Figura 8. La explosión oxidativa en la célula ocurre aproximadamente en el 

sitio de la localización del fotosensibilizador. Las ERO reaccionan contra el 
microorganismo con procesos de oxidación de tal manera que la super- 

vivencia no le es posible. (A) Localización inespecífica de un FS dado antes 

de la iluminación. (B) Generación de ERO, especialmente oxígeno singlete 

(
1
 O 2), después de la activación ligera del FS por luz a una longitud de onda 

específica. Imagen extraída de Maisch, T. 2015.  

 

 

El 
1
 O 2 reacciona rápidamente produciendo peróxidos como productos iniciales, y la 

descomposición de los peróxidos a su vez genera radicales que pueden iniciar una variedad 

de reacciones químicas, generando productos como radicales oxidantes hidroxilo (HO •). 

La vida útil de 
1
 O 2 es muy corta (∼ 10 – 320 ns) y limita su difusión aproximadamente de 

10 a 55 nm en las células haciendo que la localización del FS sea un factor clave para 

determinar qué estructuras celulares se dañarán (Benov, L. 2015).  

 

El radical hidroxilo, reacciona con la mayoría de los aminoácidos, como consecuencia de 

las modificaciones fotoinducidas, las proteínas pierden sus funciones catalíticas, de 

señalización celular y otras funciones esenciales. Por otro lado, el FS localizado en un 

entorno lipídico tiene una mayor probabilidad que el agua de encontrar O 2 y 

producir 
1
 O 2 tanto como radicales derivados de oxígeno, generando peróxidos lipídicos. 

La oxidación leve de la membrana inducida por TFD puede provocar la pérdida de la 

función de barrera de membrana, la inactivación de los complejos proteicos unidos a la 

membrana, modificaciones de los receptores celulares e interrupción de las cascadas de 

señalización celular, que en última instancia puede conducir a la muerte celular. Además, se 

informa que las FS que se localizan en mitocondrias son más eficientes para matar células 

que las que se localizan en otros sitios celulares.  El daño fotodinámico en mitocondrias da 

como resultado la interrupción de la cadena de transporte de electrones, la disipación del 

potencial de membrana mitocondrial, la hinchazón mitocondrial y puede inducir una 

respuesta apoptótica rápida. Los radicales hidroxilo reaccionan, además, con todos los 

constituyentes del ADN. La principal forma en que HO ∙ provoca modificaciones en la base 

es mediante la adición de dobles enlaces. Por otro lado, el oxígeno singlete es un 

modificador de ADN altamente selectivo. Su objetivo principal es la guanina, que a través 

de una serie de reacciones se convierte en 8- oxo-7, 8- dihidro- 2′- desoxiguanosina (Benov, 

L. 2015). Una vez que la oxidación de proteínas, lípidos, ADN y sus consecuencias no 

pueden prevenirse ni repararse, el desarrollo del daño continúa hasta que se alcanza un 

punto final irreversible (Abdel Kader, M. H. 2014). 

 

a) b) 
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De manera que la TFD puede matar células a través de tres principales mecanismos: muerte 

celular apoptótica, necrótica y autofagia. Se cree que la localización subcelular de la FS en 

diferentes orgánulos (mitocondrias, lisosomas, retículo endoplásmico, membrana 

plasmática, etc.) desempeña un papel importante en el tipo de mecanismo de muerte celular 

que domina, pero otro factor como la dosis total de TFD (Concentración FS × fluencia de 

luz) también juegan un papel importante, figura 9. En general, se acepta que la apoptosis es 

la principal modalidad de muerte celular cuando las células se tratan con TFD in vitro 

(Abrahamse, H. & Hamblin, M. R. 2016).  

 
 

Figura 9. La localización subcelular del FS en diferentes 
orgánulos de la célula (como: mitocondrias, lisosomas, retículo 

endoplásmico, membrana plasmática, etc.) juega un papel 

importante en el tipo de mecanismo de muerte celular que 

domina, otros factores como la dosis total de TFD (concentración 
de FS × fluencia de luz) también juegan un papel importante. 

Imagen extraída de Abrahamse, H. & Hamblin, M. R. 2016.  

 

1.8.3 FOTOSENSIBILIZADOR IDEAL 

 

Idealmente, un FS debe tener un pico de absorción fuerte en la región espectral del rojo al 

infrarrojo cercano (entre 650 y 800 nm) porque la absorción de fotones individuales con 

longitudes de onda superiores a 800 nm no proporciona suficiente energía para excitar el 

oxígeno a su estado singlete. Los FS deben poseer un rendimiento cuántico triplete 

sustancial que conduzca a una buena producción de ERO tras la irradiación. No debe tener 

una toxicidad en oscuridad y fotoblanqueamiento rápido de los tejidos normales, 

minimizando así los efectos secundarios de la fototoxicidad (Abrahamse, H. & Hamblin, 

M. R. 2016).  
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La mayoría de los FS actualmente en uso para TFD son estructuras cíclicas tetrapirrólicos: 

porfirinas y sus análogos, clorinas, bacterioclorinas, ftalocianinas, etc. Dentro de los FS 

sintéticos se encuentran las ftalocianinas que se activan con luz roja lejana en el rango de 

670 nm. Dentro de las fenotiazinas, los más populares son el azul de metileno (AM) y azul 

de toluidina (AT) que han sido ampliamente estudiados para aplicaciones antimicrobianas y 

con menos frecuencia para células cancerosas, muestran una fuerte absorción en el espectro 

rojo (≈ 600–680 nm). Así también el rosa bengala (RB), xanteno que ha sido explorado 

para aplicaciones antimicrobianas, unión de tejidos y aplicaciones anticancerígenas 

(Abrahamse, H. & Hamblin, M. R. 2016).  

 

1.8.4 FUENTES DE LUZ 

 

En el campo de la TFD se han descrito tres fuentes de luz principales en la literatura para la 

activación de la luz de un FS hasta ahora, estos son: láseres, diodos emisores de luz (LED) 

y lámparas de descarga de gas (Cieplik, et al. 2018).  

 

Los láseres se aplican principalmente debido a su monocromaticidad más que a otras 

propiedades (es decir, coherencia, propagación de haz paralelo, intensidad espacial 

estrecha). Por lo tanto, puede acoplarse fácilmente en una sola fibra óptica y montarse en 

diferentes dispositivos de suministro de luz. En comparación con los láseres, los LED 

ofrecen un espectro de emisión ligeramente más amplio y sus costos son más bajos. A 

diferencia de los láseres y los LED, las lámparas halógenas tienen la ventaja de que pueden 

filtrarse espectralmente para adaptarse a cualquier FS; sin embargo, no pueden acoplarse de 

manera eficiente en paquetes de fibra óptica o guías de luz líquida, y causan más 

calentamiento en comparación con los láseres y los LED.  En general, para la irradiación de 

un FS determinado, la emisión espectral y la intensidad de la fuente de luz respectiva, así 

como el modo de suministro de luz (a través de fibra óptica o directamente) son más 

importantes que el tipo de fuente de luz en sí, por ejemplo, láser, LED o lámpara de 

descarga de gas (Cieplik, et al. 2018).  
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2. ANTECEDENTES 

 

La TFD pertenece al grupo de fototerapias que se han utilizado desde la antigüedad, pero 

desapareció durante muchos siglos y no fue hasta finales de 1800 y principios de 1900 que 

floreció nuevamente. Un gran contribuyente a la fundación de la fototerapia moderna fue el 

médico danés Niels Ryberg Finsen (1860-1904) quien planteó la hipótesis de que el tinte de 

acridina convierte la luz en una energía química activa,  hallazgo que formó la base de TFD 

Oscar Raab, alumno de Niels, descubrió accidentalmente que los microorganismos como la 

paramecia que habían sido incubados con ciertos tintes podían ser destruidos cuando se 

exponían a la luz, pero no cuando se mantenían en la oscuridad. Posteriormente el profesor 

H. Tappeiner, introdujo el término "Acción fotodinámica" en 1904, más tarde él y su grupo 

de investigación realizaron varios estudios sobre TFD y descubrieron que el mecanismo 

subyacente de TFD involucraba ERO, lo que implicaba que se requería oxígeno para este 

tipo de terapia. La era moderna de la TFD comenzó en la década de 1970 en los EE. UU., 

cuando el Dr. Thomas Dougherty y su equipo de trabajo introdujeron el primer FS que se 

denominó "derivado de hematoporfirina" (HpD), y una preparación más purificada que más 

tarde se conoció como Photofrin, aunque con una pobre penetración en el tejido. Desde 

entonces, se ha trabajado por encontrar FS mejorados y útiles para mediar la TFD y 

combatir el cáncer, las infecciones y muchas otras enfermedades (Abrahamse, H., & 

Hamblin, M. R. 2016; Abdel Kader, M. H. 2014). 

 

Actualmente la TFD se ha utilizado para tratar una serie de afecciones como el cáncer 

(Juarranz, Á., et al. 2008; Ucar, E., et al. 2019; Mahmoudi, K., et al. 2019) además de 

varias infecciones patógenas fúngicas y otros microorganismos como parásitos (Silva, M. 

L. F., et al. 2019) bacterias (Aspiroz, C., et al. 2017) y virus (Maldonado Alvarado, E., et 

al. 2017).  

 

Las infecciones por hongos son un problema de salud importante en todo el mundo, que 

afectan tanto a personas inmunocompetentes como inmunocomprometidas. En los últimos 

años las infecciones fúngicas causadas por las especies de Candida han aumentado 

dramáticamente a nivel mundial (Pappas Peter G., et al. 2018). Aunque C. albicans sigue 

siendo el agente causal más importante, también se ha observado el aumento de especies 

del grupo C. no albicans que son aisladas con más frecuencia (Sadeghi, G., et al. 2018) y 

que además presentan diversos patrones de resistencias contra antifúngicos tradicionales 

como azoles, polienos e incluso equinocandinas (Perlin, D. S., et al. 2017), de tal manera 

que la infección por estos microorganismos se vuelve crónica y / o recurrente, que además 

puede ser capaz de terminar con la vida del paciente.  

 

Por otro lado, el efecto de TFD contra células fúngicas ha demostrado ser exitosa utilizando 

diferentes procedimientos para el tratamiento contra estas infecciones tanto in vitro como in 

vivo (Baltazar, L. M., et al. (2015).  

 

Algunas investigaciones han demostrado que la TFD ha sido exitosa al utilizar 

fotosensibilizadores como azul de metileno in vitro. Dovigo, L. N., et al. (2011) probaron el  

efecto fungicida de la TFD - AM contra C. albicans y C. glabrata resistentes a fluconazol, 
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ellos utilizaron Photogem un derivado de hematoporfirina (HpD) como FS excitándolo con 

luz LED (longitud de onda: 455 nm) probando diferentes fluencias, observaron que para C. 

albicans en células planctónicas requiere de menor dosis (18 y 25  J / cm
2
)   para ser 

eliminada con respecto a las células planctónicas C. glabrata (25.5 y 37.5 J / cm
2
). De 

forma general la asociación de 25 mg / mL de Photogem y dosis de 37.5 J / cm
2 

resultó en 

la inactivación completa de todos los microorganismos independientemente de la especie y 

la cepa evaluada. Por otro lado, Sousa, J. N. L. et al. (2015) realizaron fotoinactivación 

sobre levaduras de C. albicans usando azul de metileno (150 µg / mL) como FS, y luz laser 

de baja potencia (longitud de onda: 660 nm, y dosis: 426 J / cm
2
), el resultado fue un efecto 

antifúngico significativo contra Candida, sin reducción de unidades formadoras de colonia 

(UFC) en el control de toxicidad en oscuridad.  

  

In vivo la TFD también se ha utilizado en la onicomicosis, para esto Figueiredo Souza, L. 

W., et al. (2014) demostraron que la TFD con diodos de emisión de luz y azul de aetileno al 

2% (dosis: de luz: 18 J / cm
2
) para tratar la onicomicosis de las uñas de los pies, es un 

tratamiento seguro, efectivo y bien tolerado, en comparación con los pacientes con un 

tratamiento tradicional de antifúngicos como el fluconazol. 

 

2.1 ANTECEDENTES DIRECTOS 

 
Spezzia-Mazzocco, T., et al. (2016) realizaron TFD in vitro sobre 2 géneros de hongos 

dermatofitos (Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsuras, Microsporum canis y 

Microsporum gypseum) utilizando azul de metileno (20 y 40 µM) y luz laser HeNe (dosis: 

20, 40 y 60 J / cm
2
). Se demostró que las especies del género Microsporum tienen una 

mejor respuesta al tratamiento con TFD que los géneros Trichophyton. De forma general, la 

TFD demostró ser efectiva para inhibir el crecimiento de hongos y se descubrió que la TFD 

a exposición repetida con luz de baja potencia puede lograr mejores resultados que una 

exposición única a mayor potencia. 

 

Torres-Hurtado, S. A., et al. (2019) realizaron TFD in vitro de C. albicans y Trichophyton 

mentagrophytes, comparando el azul de metileno y el rosa de bengala. Ellos utilizaron azul 

de metileno en C. albicans y T. mentagrophytes o y el rosa de bengala en C. albicans. Los 

resultados fueron una reducción significativa en UFC / ml en las cepas utilizadas. Y se 

demostró que el rosa de bengala fue más efectivo que el azul de metileno para 

la inactivación de C. albicans. Además, es posible reducir significativamente la cantidad de 

FS y la densidad de energía lumínica mediante el uso de irradiaciones repetitivas en ambos 

géneros probados.  

 

En los ejemplos experimentales mencionados se demuestra una reducción significativa en 

la eliminación del microorganismo utilizado, concordando en la idea de que la técnica de 

TFD pueda utilizarse como un nuevo tratamiento o un complemento del tratamiento 

convencional. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 

 

 

 

,  

Las infecciones nosocomiales son causantes de una elevada tasa de morbi-mortalidad. Uno 

de los principales microorganismos causantes de infecciones nosocomiales de origen 

micótico es Candida, que además forma parte de la microbiota de piel y las mucosas, lo que 

aumenta la posibilidad de diseminación e infección en pacientes con factores de riesgo. 

C. albicans ha sido aislado con mayor frecuencia, pero actualmente especies C. no albicans 

representan la mitad de los aislamientos clínicos detectados, causando infecciones más 

graves debido a que presentan patrones variables de resistencia contra antifúngicos, 

limitando el uso de terapias tradicionales como el fluconazol en los pacientes, extendiendo 

la duración de la estadía y el costo total de la atención médica, incrementando además la 

mortalidad en el paciente. 

Diversos factores del huésped, antifúngicos y los hongos contribuyen a las fallas 

terapéuticas, entre ellas el uso indiscriminado de las terapias antifúngicas, la profilaxis, la 

terapia repetida y a largo plazo resultan en la selección de cepas menos susceptibles o 

aparición de resistencia farmacológica adquirida durante la terapia en cepas susceptibles, 

por lo cual es conveniente buscar alternativas que permitan mejorar la terapia antifúngica.  

Los estudios en México sobre la terapia fotodinámica y su mecanismo de acción en las 

células son escasos, por lo tanto, es de suma importancia estandarizar la técnica y conocer 

los efectos de la TFD que esta produce en levaduras del género Candida resistentes a 

diferentes antifúngicos.  
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4. JUSTIFICACIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La TFD, no es tratamiento recientemente propuesto, sino que ha sido retomada hace pocos 

años debido a las ventajas que esta ofrece dentro de los cuales esta su capacidad de 

erradicar microorganismos, tiene cierta selectividad en el tejido acumulando el 

fotosensibilizador en el tejido diana, no presenta toxicidad acumulada lo que permite repetir 

múltiples tratamientos y no presenta efectos secundarios, permitiendo así su uso en 

pacientes con enfermedades asociadas, contra enfermedades infecciosas y no infecciosas.  

Su uso ha sido aprobado por la Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA) de 

Estados Unidos para su uso en cáncer de piel,  vejiga, mamas, lesiones en cavidad bucal, 

entre otros, además se usa para el tratamiento de la piel como las queratosis actínicas, el 

acné y fotorrejuvenecimiento; así mismo, en varias investigaciones in vivo e in vitro se 

demuestra su eficacia reduciendo significativamente la viabilidad de microorganismos 

como ejemplo: bacterias (como P. aeruginosa), virus (como el virus de papiloma humano)  

y algunos parásitos (protozoos como Leishmania). En algunos países además ya se utiliza 

como una terapia de apoyo para aumentar la efectividad del tratamiento base. Por otro lado, 

el azul de metileno es una fenotiazina fotoactivable, adecuada para producir citotoxicidad 

sobre la membrana de microorganismos gracias a su naturaleza catiónica; es barato y su 

tiempo de incubación es relativamente corto, lo cual facilita su uso en la TFD.  

Los estudios sobre TFD in vitro e in vivo con cepas tipo y de origen clínicas, por lo tanto, 

son necesarios para ampliar el conocimiento y ayudar en el tratamiento contra infecciones 

como la candidosis. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto de la terapia fotodinámica en cepas Cándida albicans, Cándida 

tropicalis y Cándida glabrata. 

 

 

 

 

 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Confirmar la identidad de C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata por PCR especie - 

específico y MALDITOF 

 

1.1 Determinar el perfil a antifúngicos de las cepas C. glabrata 

 

1.2 Seleccionar cepas C. albicans y C. tropicalis resistentes a antifúngicos 

 

2. Estandarizar la metodología de la TFD sobre levaduras C. albicans, C. tropicalis y C. 

glabrata 

 

2.1 Determinar el efecto de la TFD / AM sobre la cepa C. albicans CAF2 y las cepas 

silvestres C. albicans resistentes a antifúngicos. 

 

2.2 Determinar el efecto de la TFD / AM sobre la cepa C. tropicalis MYA3404 y las cepas 

silvestres C. tropicalis resistentes a antifúngicos.  

 

2.3 Determinar el efecto de la TFD / AM sobre la cepa C. glabrata ATCC 2001 y las cepas 

silvestres C. glabrata resistentes a antifúngicos. 

 

3. Determinar estadísticamente las diferencias por medio de ANOVA 
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO 
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7. MATERIALES Y METODOLOGÍA 

 

7.1 MICROORGANISMOS 

 

En la tabla 1 se muestran las cepas que se utilizaron para realizar este trabajo (cepas de 

referencia y el número de aislados clínicos por especie utilizadas) recuperados del cepario 

del laboratorio de Micología del ICUAP de Microbiología BUAP. 

 

 

Tabla 1. Cepas Candida spp. resistentes aisladas de pacientes utilizadas en este trabajo. 

Cepas de referencia: Aislados clínicos: 

C. tropicalis MYA3404 C. tropicalis (5 cepas resistentes) 

C. albicans CAF2 C. albicans (5 cepas resistentes) 

C. glabrata ATCC2001 C. glabrata (2 resistentes y 3 susceptibles) 

 

 

7.2 PREPARACIÓN DE MEDIOS, BUFFER Y FUENTE DE LUZ: 

 

Extracto de Levadura Peptona Dextrosa (YPD): Se disolvió 20 g / L de D - glucosa, 20 g / 

L de peptona de caseína MCD LAB, 10 g / L de extracto de levadura MCD LAB y agar BD 

Bioxon al 2 % en agua destilada, se dejó hervir por 1 minuto y se esterilizó a 121° C por 15 

minutos. Se enfrió a una temperatura entre 45 a 50° C, y se distribuyó en placas, se dejó 

enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se incubó a 37° C por 24 h para confirmar 

esterilidad. 

 

Difco 
TM 

CHROMagar 
TM 

Candida: Se esterilizó material (agua, abatelengua, aluminio, 

etc.) y se pesó en oscuridad 47.7 g / L de medio Difco 
TM 

CHROMagar 
TM

 Candida y se 

disolvió en agua estéril tibia con mecheros y agua tibia, se dejó hervir por 1 minuto, por 

último, se vertió el medio en placas petri en la campana de flujo laminar y se dejó enfriar a 

temperatura ambiente. Se incubó a 37° C por 24 h envueltas en papel, para confirmar 

esterilidad. 

  

TAE 50X: Se disolvió 242 g de tris base, 18.61 g EDTA en 50 mL de agua destilada, 

posteriormente se añadió 57.1 g ácido acético glacial y se aforó a 1 L con agua destilada, 

rotulado correctamente [50X] / fecha de preparación. Finalmente se diluyó a [1X] y se 

guardó en refrigeración para posterior uso. 

 

Gel de agarosa Molecular Grade BIOLINE al 1.5%: Se disolvió 1.5 g de gel de agarosa 

molecular grade BIOLINE en 100 mL de TAE preparado al [1X] y se calentó hasta 

disolverse completamente. 
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Bromuro de etidio: Se preparó 1μg de bromuro de etidio / mL en agua destilada utilizando 

guantes y cubrebocas respectivamente. Manteniendo precaución al preparar y manipular la 

preparación. 

 

Medio de cultivo agar Dextrosa Sabouraud (SB) MCD LAB, S.A. DE C.V.: Se disolvió 65 

g / L de medio de cultivo agar dextrosa sabouraud MCD LAB, S.A. de C.V. en agua 

destilada, se dejó hervir por 1 minuto y se esterilizó a 121° C por 15 minutos.  Se dejó 

enfriar a una temperatura ambiente, y se distribuyó en placas. Se dejó enfriar a temperatura 

ambiente, posteriormente se incubó a 37° C por 24 h para confirmar esterilidad. 

 

Caldo agar Dextrosa Sabouraud BD Bioxon: Se disolvió 20 g / L de medio caldo agar 

dextrosa sabouraud BD Bioxon, se esterilizó a 121°C por 15 minutos en autoclave y se dejó 

enfriar a temperatura ambiente. 

 

Agar Mueller Hinton BD Bioxon: Se disolvió 37 g / L de medio agar Mueller Hinton BD 

Bioxon en agua destilada y se dejó hervir por 1 minuto, luego se esterilizó a 121°C por 15 

minutos en autoclave. Se dejó enfriar a una temperatura ambiente y se distribuyó en placas. 

Posteriormente se incubó a 37° C por 24 h para realizar prueba de esterilidad. 

 

Buffer PBS: Se disolvió 287.5 mg de sodio fosfato dibásico (heptahidratado) (Gran.) 

Omnichem, 55 mg potasio cloruro (Gran.) Omnichem, 2,015 mg sodio cloruro (Crist) 

Omnichem y 50 mg potasio fosfato monobásico Omnichem (Crist.) en agua destilada. Se 

ajustó a un pH de 7.4 y se esterilizó en autoclave. Para ajustar pH se utilizó: NaOH 1 M y 

HCl 1 M 

 

Fuente de luz: La terapia fotodinámica se realizó con un dispositivo rojo fabricado en el 

departamento de óptica del INAOE (figura 10), con un espectro de emisión máximo de 630 

nm (gráfica 1). El LED se enfocó de tal manera que cubría uno de los pocillos de la 

microplaca (microplacas estériles de poliestireno de fondo plano) y se irradió con 20 mW, 

60 mW / cm
2
, a 55 J / cm

2
. 

 

Fotosensibilizador (FS): El azul de metileno MEYER (AM) se utilizó como 

fotosensibilizador químico para la inactivación fotodinámica. Se preparó una solución stock 

de azul de metileno con buffer PBS pH 7.4 a una concentración de 200 µM, utilizando la 

formula g = (PM) (Vol) (M), se esterilizó con una filtro de jeringa estéril (CA: 0.22 µm – 

33 mm) posteriormente se diluyó a 20 μM hasta su uso. El peso molecular del AM es de 

373.90 g / mol y su espectro de absorción máximo en PBS es de 630 nm, gráfica 2. 
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Figura 10. Dispositivo para TFD fabricado 
en el Instituto Nacional de Astrofísica, 

Óptica y Electrónica (INAOE). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.3 IDENTIFICACIÓN PRESUNTIVA DE ESPECIES POR EL MÉTODO 

CONVENCIONAL 

 

CHROMagar® Candida  

Cada muestra se sembró en placas de agar YPD por estría cruzada y se incubó a 37°C 

durante 24 horas. Se tomó una colonia aislada y se resembró en placas de CHROMagar® 

Candida y se incubó en un lapso de 48 a 72 horas a 37°C. Posteriormente se analizaron de 

acuerdo con las características colorimétricas que indica el fabricante para cada especie; las 

colonias de C. albicans presentan un color verde, las colonias de C. tropicalis, azul verdoso 

a azul metálico y las colonias C. glabrata, color rosa. Posteriormente se resembró en placas 

de agar YPD para pruebas posteriores. 

 

 

Gráfica 1. Espectro de emisión del 

dispositivo rojo máximo en 630 nm. 

Gráfica 2. Espectro de absorción de la 

solución azul de metileno en PBS. 
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7.4 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIFÚNGICOS POR EL MÉTODO DE 

DIFUSIÓN EN DISCO DE KIRBY Y BAUER 

 

Para realizar la prueba de sensibilidad contra antifúngicos se tomaron cepas C. glabrata, se 

cultivaron en medio YPD, de la cual se tomó una pequeña porción y se llevó a un tuvo con 

solución fisiológica estéril hasta conseguir una concentración de 1 x 10
6 

Lev / ml utilizando 

el tubo #5 de Mc Farland, con la ayuda de un hisopo impregnado de la solución anterior se 

colocó en placas de agar Mueller Hinton, y se realizó un estriado masivo, se esperó aprox. 5 

a 10 minutos hasta secarse, y se colocaron sensidiscos de fluconazol (FCA) BIO RAD 50 

μg, ketoconazol (KET) BIO RAD 50 μg, anfotericina B (AB) BIO RAD 100 μg con pinzas 

esterilizadas previamente con alcohol (figura 11), se colocó además un control con papel 

filtro más solución fisiológica, finalmente se  presionaron los discos ligeramente sobre el 

agar para asegurar un contacto y se incubaron las placas de forma invertida por 48 a 72 h 

hasta su lectura para observar halos definido según el inserto, tabla 2.  

 

 

 

Tabla 2. La lectura se realizó de acuerdo a las especificaciones del fabricante: 

Antifúngicos Diámetro de la zona de inhibición Interpretación 

Anfotericina B > 10 mm Sensible 

 ≤ 10 mm Intermedia / 

Resistente 

Azoles = 20 mm Sensible 

 20 – 10 mm Intermedio 

 10 Resistente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 
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Figura 11. Prueba de sensibilidad para las cepas C. glabrata contra antifúngicos por el 

método de difusión en disco de Kiby y Bauer. a) Estriado masivo con un hiposo 
impregnado del cultivo en solución fisiológica aproximadamente 1 x 10

6 
Lev / ml. b) 

Después de secarse las muestras se colocaron los sensidiscos con antifúngicos de 

Fluconazol (FCA) BIO RAD 50 μg, Ketoconazol (KET) BIO RAD 50 μg, 
Anfotericina B (AB) BIO RAD 100 μg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.5 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE 

LA POLIMERASA (PCR) DE COLONIA 

 

7.5.1 METODOLOGÍA PARA LA IDENTIFICACIÓN DEL GÉNERO Candida POR 

PCR A PARTIR DE GENES PARA PROTEÍNAS 5.8S ARNr 

 

Las levaduras se cultivaron en medio solido YPD / Cloranfenicol a 37° C por 24 h, se tomó 

una porción muy pequeña de una sola colonia con la ayuda de una pipeta estéril y se 

llevaron a una solución de 3 μL de NaOH 0.02 M estéril. Se calentó a 94 – 95 °C por 10 a 

12 min en el termociclador. Posteriormente se prepara el mix de la PCR. Cada reacción de 

PCR se preparó con un volumen total de 25 μL, que corresponde a 5 μL sol buffer, 0.5 μL 

de cada oligonucleótidos Foward y Reverse, 0.5 de Taq Plomerasa, 1 μL de DMSO, 14.5 

μL de agua libre de nucleasas más 3 μL del templado o muestra de ADN previamente 

preparado. Este trabajo se realizó en el laboratorio de GMCA en la Universidad de 

Valencia, España. 

 

En el ensayo para la PCR se incluyeron los controles positivos C. albicans CAF2, C. 

glabrata ATCC2001 y C. tropicalis MYA3404. Para la identificación se utilizó la 

metodología y condiciones propuestas en el trabajo realizado por Ruiz Gaitán, A. C., et al. 

(2018). Los oligonucleótidos utilizados se muestran a continuación en la tabla 3. 

  

 
Tabla 3. Oligonucleótidos para la identificación molecular de especies del género Candida. 

secuencia 5´-3´ 

Levadura Region Oligonucleótidos 5.8S ADNr Pb 

Candida 

 

RDN58_F GGATCTCTTGGTTCTCGC 134 

RDN58_R CGCTCAAACAGGCATGC  

 

 

7.5.2 METODOLOGÍA PARA LA IDENTIFICACIÓN POR PCR A PARTIR DEL 
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GEN INTRÓN RPS0 PARA LEVADURAS C. glabrata 

 

Para las condiciones de amplificación del gen intrón RPS0 se utilizó la metodología 

propuesta en el trabajo realizado por García Martínez M. et al, (2010), y también se 

utilizaron los oligonucleótidos que ellos diseñaron, en el ensayo se incluyó un control 

positivo, C. glabrata ATCC2001. Los oligonucleótidos utilizados se muestran a 

continuación en la tabla 4. Este trabajo se realizó en el laboratorio de GMCA en la 

Universidad de Valencia, España. 

 
Tabla 4. Oligonucleótidos especie - específico para la identificación molecular de las especies del 

género Candida. secuencia 5 -́3´ 
 

Levadura  Oligonucleótidos del gen intrón RPS0 Pb 

C. glabrata CGf  ACATATGTTTGCTGAAAAGGC 406 

 CGr ACTTTTTCTTAGTGTTCAGGACTTC  

7.5.3 METODOLOGÍA PARA LA IDENTIFICACIÓN POR PCR A PARTIR DE LAS 

REGIONES ITS (ITS1 E ITS2) PARA C. albicans y C. tropicalis 

 

La caracterización molecular se realizó utilizando la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) con oligonucleótidos especie – específicos basados en la detección de regiones 

conservadas del ARNr, diseñados a partir de las regiones ITS 1 e ITS 2 cuya técnica fue 

descrita en el trabajo de Luo & Mitchel, (2002). Los oligonucleótidos utilizados se 

muestran a continuación en la tabla 5.  

 

 
Tabla 5. Oligonucleótidos especie - específico para la identificación molecular de las especies del 

género Candida. 

Levadura Region Oligonucleótidos; secuencia 5´-3´ Pb 

C. albicans 

 

ITS1             F TTT ATC AAC TTG TCA CAC CAG A 273 

ITS2          R ATC CCG CCT TAC CAC TAC CG  

C. tropicalis ITS1 F CAA TCC TAC CGC CAG AGG TTA T 357 

 ITS2 R TGG CCA CTA GCA AAA TAA GCG T  

 

 

Cada reacción de PCR se preparó con un volumen total de 12.5 μL, que consisten en, 1 μL 

de cada oligonucleótido Foward y Reverse, 6.25 μL de DreamTaq Green PCR Master Mix 

(2X) (Thermo Scientific), y 3,25 de agua libre de nucleasas, más 1μL de suspensión de 

ADN previamente preparado. En cada ensayo se incluyó un control positivo C. albicans 

CAF2 y C. tropicalis MYA3404 para cada identificación respectivamente. Las condiciones 

de la amplificación en la programación del termociclador por PCR consistieron en una fase 

inicial de desnaturalización a 96 ° C por 5 min, seguida por 40 ciclos, iniciando con una 

temperatura de 94°C por 30 s, posteriormente la fase de alineación a 58°C por 30 s y la fase 

de elongación a 72° por 30 s. Finalmente la fase de elongación final a 72° durante 10 min.  
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7.6 ANÁLISIS DE ELECTROFORESIS 

 

A los amplificados obtenidos de la PCR, se les realizó un análisis electroforético en un gel 

de agarosa al 1.5%. En cada pozo del gel de agarosa se depositaron 5 μL del producto de 

PCR, y un solo pozo fue cargado con 1 μL del marcador de peso molecular 1 kb (Thermo 

scientific). A la cámara electroforética se le aplicó un voltaje de 75 V. Posteriormente el gel 

de agarosa se tiñó con bromuro de etidio 1μg / mL y se visualizó a través de la exposición a 

la luz ultravioleta (Benchtop 2UV™).  

 

Los productos de PCR se analizaron evaluando el tamaño en pares de bases de cada una de 

las bandas obtenidas, tomando como control positivo las cepas de referencia. Aquellas que 

presentaban el tamaño esperado para cada especie se tomaron como positivas. 
 

 

7.7 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR MEDIANTE EL SISTEMA MALDITOF VTK  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Equipo MALDITOF VITEK 

MS IVD utilizado en la identificación 

molecular por proteínas. 

 

Se utilizó el programa MALDITOF VITEK MS IVD (figura 12), utilizado para la 

identificación de cepas de importancia médica. Las cepas se resembraron en medio YPD, y 

se colocó una muestra pequeña con la ayuda de un palillo estéril, sobre una placa metálica 

conductora, cada placa contenía espacio para 16 muestras (figura 13), y se adiciona una 

gota de ácido fórmico para romper la pared celular, posteriormente se le adiciona una 

matriz orgánica para lograr una cocristalización muestra - matriz, que ayuda a identificar 

las proteínas. Para cada placa se coloca una muestra control que en este caso se usa E. coli 

ATCC. Las placas se reciben en el equipo y se procesan, los resultados se obtienen en 

menos de una hora según el número de muestras, y mediante la comparación de espectros 

en una base de datos se permite la discriminación y confirmación a nivel de género y 
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especie. Trabajo de identificación realizado en el laboratorio de microbiología del hospital 

Universitari i Politècnic La Fe (Valencia, España). 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Se muestra a) la placa metálica donde se coloca la muestra más 

ácido fórmico y b) el posterior análisis en el sistema. 

7.8 BLAST DE OLIGONUCLEÓTIDOS 

 

El análisis por BLAST encuentra regiones de similitud entre secuencias biológicas y 

compara secuencias de nucleótidos con las bases de datos de secuencias y calcula la 

significación estadística. Posteriormente todos los oligonucleótidos utilizados fueron 

analizados en la base de datos de NCBI. 

 

7.9 CRIOPRESERVACIÓN 

 

Después de ser identificadas todas las cepas fueron criopreservadas a -70° C en medio 

caldo YPD y glicerol al 50%. 

 

7.10 PROTOCOLO DE LA TERAPIA FOTODINÁMICA IN VITRO 

 

7.10.1 CRECIMIENTO DE LEVADURAS 

 

Todo el proceso debe realizarse con materiales y reactivos estériles, y en condiciones de 

esterilidad. Se resembraron de forma masiva los hongos en medio de agar Dextrosa 

Sabouraud y se incubararon a 37
o
C durante 24 h, posteriormente, se resiembran las 

levaduras en medio liquido Dextrosa Sabouraud y se incubó a 37
o
C por aprox. 12 h.   

 

7.10.2 CONTEO DE LEVADURAS EN CÁMARA DE NEUBAUER 

 

Para el conteo en cámara Neubauer se tomaron de 20 -a30 µL de la solución de levaduras y 

se suspende en PBS. Se cargó la cámara de Neubauer y se contó al microscopio, 

posteriormente se ajustó a una concentración de 10
4 
células / ml. 

 

Cálculo de la concentración en cámara Neubauer: 

Lev / mL= 1 + 2 + … n = 10 / 10 x 250,000 

a) b) 
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7.10.3 TERAPIA FOTODINÁMICA 

 

Todos los experimentos fueron realizados 2 veces por triplicado, excepto para C. glabrata 

ATCC2001 y C. glabrata 20; la TFD se realizó 4 veces por triplicado para confirmar los 

resultados. La metodología de la TFD se estandarizó con las cepas C. albicans CAF2, C. 

tropicalis MYA3404 y C. glabrata ATCC2001 con 10 μM de FS azul de metileno y una 

dosis de luz de 55 J / cm
2  

utilizando un dispositivo LED de luz roja. Para cada experimento 

se utilizó un control levaduras sin irradiación y sin AM, un control de toxicidad en 

oscuridad que contenía levaduras y AM sin irradiaciones, un control de luz que solo tenía 

levaduras y además recibió irradiaciones a una dosis de 55 J / cm
2
 y por último, el 

tratamiento que combina la muestra de levaduras, el AM e irradiación a una dosis luz de 55 

J / cm
2
. 

 

A partir de la concentración de levaduras anterior se tomaron 50 µL de levaduras y se 

colocaron en pocillos de una placa de microtitulación (96 pocillos), y se adicionaron 50 µL 

de la solución del FS o PBS según fuera el caso. Se incubaron por 30’ a 37 
o
C en oscuridad. 

Seguido a esto se irradió a una densidad luz de 55 J / cm
2
, (figura 14). Se recuperaron las 

muestras y se resembraron en placas con medio SB por 48 h a 30 °C en oscuridad y se 

contaron las UFC de 48 h para cada especie. 

 

 

Para la TFD repetida en C. glabrata se siguió el mismo procedimiento; luego de la primera 

irradiación, se volvieron a incubar por 30’ a 37 
o
C en oscuridad, y se repitió el proceso TFD 

una vez más en las mismas condiciones, posteriormente se resembraron en medio SB, y al 

cabo de 48 hrs se contaron las UFC. 
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Figura 14. Aplicación de Inactivación fotodinámica 

sobre placa de 96 pocillos con levaduras Candida. 

 

 

7.11 ANÁLISIS DE DATOS 
 

La información obtenida fue recogida, codificada y archivada en un archivo de Excel una 

vez analizados los datos se transportaron al programa OriginPro 2018 para los análisis 

pertinentes. Cada experimento se normalizó para tener solo un grupo de estudio para cada 

cepa y luego se analizaron mediante estadística descriptiva media, desviación estándar y 

porcentajes para las variables categóricas en cada grupo. Posteriormente la eficacia de los 

tratamientos se evaluó analizando mediante un análisis de la varianza (ANOVA) y la 

prueba de Tukey, para esto se consideró un nivel de significancia del 5% (p <0.05), que 

indica una diferencia estadísticamente significativa. El análisis se logró con el software 

OriginPro 2018. 

 

 

 

8. RESULTADOS 

 

8.1 IDENTIFICACIÓN PRESUNTIVA DE ESPECIES POR EL MÉTODO 

CONVENCIONAL CHROMagar® Candida  

 

En este estudio se recuperaron del cepario del laboratorio de micología del Centro de 

Investigaciones en Ciencias Microbiológicas. Un total de 67 cepas fueron identificadas por 

el medio cromogénico CHROMagar® Candida. Los aislados que presentaron una 

coloración verde claro fueron identificadas como C. albicans, las colonias que manifestaron 

la coloración de azul verdoso a azul metálico fueron identificadas como C. tropicalis y las 

colonias que presentaron una coloración rosa a lila fueron identificadas como C. glabrata / 

C. krusei presuntivamente según las instrucciones de uso, ver figura 15.  
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Figura 15. Colonias típicas de C. albicans (color verde), colonias típicas de C. 

tropicalis (azul metálico) y colonias típicas de C. glabrata (color rosa) según el 

inserto en CHROMagar, 48 a 72 h de crecimiento (Izquierda a derecha). Las cepas 

de referencia utilizadas como control positivo fueron C. albicans CAF2 y C. 

tropicalis MY34-04 y C. glabrata ATCC 2001. 
 

 

 

8.2 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE 

LA POLIMERASA (PCR) 

 

 

Los genes ribosomales que codifican las subunidades 5.8S están dispuestos en tándem 

formando unidades de transcripción que se repiten en el genoma de las levaduras entre 100 

y 200 veces. Los oligonucleótidos ITS1 e ITS2, son utilizados por su alto número de copias 

y su característica conservada (Vásquez, C. J. A., et al. 2016). Por otra parte, el gen RPS0 

codifica para una proteína que es un componente de la maquinaria de traducción y está 

extremadamente conservada entre las especie 

 

 

 

8.2.1 IDENTIFICACIÓN POR PCR A PARTIR DE GENES QUE CODIFICAN PARA 

LAS PROTEÍNAS 5.8S ARNr  

 

Para la identificación del género se esperaba encontrar un amplificado de 

aproximadamente 135 pb, y todas las cepas que se trabajaron dieron positivas al género 

Candida, los resultados se muestran a continuación en la figura 16. 
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa 2 %. Se muestran bandas del 

amplificado para genes de proteínas 5.8S ARNr en los pocillos 2 - 11 superior e 

inferior correspondientes al género Candida, peso aproximado de 135 pb. Los 

controles utilizados fueron CAF2, MYA3404 y ATCC 2001; para C. albicans, 

C. tropicalis y C. glabrata respectivamente. (M) Marcador de peso molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

8.2.2 IDENTIFICACIÓN POR PCR DE COLONIA A PARTIR DEL GEN INTRÓN RPS0 

CON OLIGONUCLEÓTIDOS ESPECIE – ESPECÍFICOS PARA C. glabrata 

 

Para la identificación de C. glabrata se esperaba encontrar un amplificado de 

aproximadamente 406 pb, los resultados se muestran a continuación en la figura 17. 
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa 2 %. Se muestran 

amplificados del fragmento gen intrón RPS0 en los pocillos 2 y 

4, correspondientes a levaduras C. glabrata, peso aproximado 

de 406 pb. El control utilizado fue ATCC 2001. (M) Marcador 

de peso molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.2.3 IDENTIFICACIÓN POR PCR DE COLONIA A PARTIR DE LAS REGIONES ITS 

1 E ITS 2 CON OLIGONUCLEÓTIDOS ESPECIE – ESPECÍFICOS PARA C. albicans y 

C. tropicalis. 

 

Para la identificación de C. tropicalis se esperaba encontrar un amplificado de 

aproximadamente 357 pb, para C. albicans se esperaba encontrar un amplificado de 

aproximadamente 272 pb, los resultados se muestran a continuación en la figura 18.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % con amplificación de las regiones 

ITS1 e ITS2 para C. tropicalis con peso aproximado de 357 pb (en 2,3,5-8 pocillos) y 

C. tropicalis 
      ~ 357 pb 

500 pb 
250 pb 

500 pb 
250 pb 

C. albicans  
~ 273 pb 

M 2  3          5  6 7  8 M  2   3   4  5  6 
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para C. albicans peso aproximado de 273 pb (en 2 - 6 pocillos). Los controles utilizados 

MYA3404 y CAF2 respectivamente. (M) Marcador de peso molecular. 

 

 

 

8.3 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR MEDIANTE EL SISTEMA MALDITOF VTK 

MS IVD 

 

  

La espectrometría de masas, conocida como matrix-assisted laser desorption/ionization 

time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), es una técnica utilizada en la 

identificación de microorganismos mediante la creación de un espectro basado en el perfil 

de proteínas. En este estudio se utilizó el sistema VITEK MS IVD, utilizado para la 

identificación de cepas (género y especie) de importancia clínica en el laboratorio de 

microbiología del hospital Universitari i Politècnic La Fe (Valencia, España). Los 

resultados se describen a continuación en la tabla 6: 

 

 
Tabla 6. Resultados de la identificación presuntiva por método convencional CHROMagar® 

Candida e identificación molecular confirmatoria por PCR especie – específica y MALDITOF. 
Para este rpo se descartaron todas la especies diferentes a C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata. 

Cepas CHROMagar® PCR MALDITOF 

Tipo MYA3404 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

7809 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

2130 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

7806 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

2131 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

71 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

74 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

14 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

2657 Azul / halo oscuro C. tropicalis C. tropicalis 

Tipo CAF2 Verde C. albicans C. albicans 

146 Verde C. albicans C. albicans 

2641 Verde C. albicans C. albicans 

56 27P Verde C. albicans C. albicans 

44 19 CI Verde C. albicans C. albicans 

46 19P Verde C. albicans C. albicans 

43 19CD Verde C. albicans C. albicans 
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Tipo ATCC 2001 Rosa / café C. glabrata C. glabrata 

20 2600 Rosa / café C. glabrata C. glabrata 

219 – 2 Rosa / Lila C. glabrata C. glabrata 

152 – 2 Rosa / Lila C. glabrata C. glabrata 

34 - 2  Rosa / Lila C. glabrata C. glabrata 

131 – 2 Rosa / Lila C. glabrata C. glabrata 

179 Rosa pálido C. glabrata C. glabrata 

190 Rosa / Lila C. glabrata C. glabrata / 

C. guillermondii 

 

 

 

Las cepas tomadas se identificaron correctamente por PCR y por MALDI TOF. La cepa C. 

glabrata 190 obtuvo un resultado indefinido de 50 / 50 % de probabilidad entre dos 

especies diferentes por MALDI TOF; por lo tanto, se procedió a realizar un BLAST del 

oligonucleótido utilizado y asegurar la identificación por PCR. 

 

8.4 BLAST DE OLIGONUCLEÓTIDOS 

 

Los oligonucleótidos utilizados para la identificación por la PCR especie - específico 

fueron analizados por medio de BLAST en la base de datos de NCBI. Para C. albicans, 

figura 19, para C. tropicalis, figura 20 y para C. glabrata, figura 21. 

 

 

Figura 19. Resultados del análisis de los oligonucleótidos utilizados para C. albicans por la 
herramienta de búsqueda de alineación local básica de nucleótidos (Nucleotide BLAST).  
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Figura 20. Resultados del análisis de los oligonucleótidos utilizados para C. tropicalis por la 

herramienta de búsqueda de alineación local básica de nucleótidos (Nucleotide BLAST). 

 
 

Figura 21. Resultados del análisis de los oligonucleótidos utilizados para C. glabrata por la 

herramienta de búsqueda de alineación local básica de nucleótidos (Nucleotide BTLAST). 

 

 

 

 

8.5 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIFÚNGICOS POR EL MÉTODO DE 

DIFUSIÓN EN DISCO DE KIRBY Y BAUER 

 

De las cepas anteriormente confirmadas por género y especie se seleccionaron solo 5 cepas 

resistentes para C. albicans y C. tropicalis, en tanto que para las cepas de C. glabrata se 

realizó la prueba de sensibilidad a antifúngicos por el método de difusión en disco de Kirby 

y Bauer para seleccionar 5 cepas, que se describen en la tabla 7 y 8. 

 

 

Tabla 7. Cepas seleccionadas y su resistencia antifúngica.  

Cepas Resistencia 

C. albicans CAF2 KET, FCA 

C. albicans 56 27P KET, FCA 

C. albicans 44 19CI AB, FCA 

C. albicans 43 19CD AB, KET, FCA 

C. albicans 46 19P AB, FCA 

C. albicans 2641 KET, FCA 

C. tropicalis MYA3403 ---- 

C. tropicalis 2130 FCA 

C. tropicalis 7809 FCA 

C. tropicalis 7806 FCA, ITR 

C. tropicalis 71 FCA 

C. tropicalis 2131 KET, FCA 

Nota: KET: Ketoconazol, FCA: Fluconazol, AB: Anfotericina B, ITR: Itraconazol. 

 
Tabla 8. Resultados de la prueba de sensibilidad para C. glabrata y selección de cepas. 
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Cepa Resistencia 

C. glabrata ATCC2001 FCA, KET 

C. glabrata 20   FCA 

C. glabrata 190 CTR 

C. glabrata 152 – 2 Intermedio FCA 

C. glabrata 131 – 2 Intermedio KET 

C. glabrata 219 – 2 Intermedio FCA / KET 

Nota: KET: Ketoconazol, FCA: Fluconazol, AB: Anfotericina B, ITR: Itraconazol. 
 

8.6 TERAPIA FOTODINÁMICA IN VITRO 

 

Los resultados de la TFD in vitro con azul de metileno (10 µM, dosis de luz: 55 J / cm
2
) 

presentaron un efecto positivo contra el crecimiento de todas las cepas de referencia y cepas 

de aislados clínicos utilizados en este estudio (C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata).  

 

La TFD mostró una inhibición significativa sin importar si eran cepas de referencia o 

aislados clínicos resistentes a antifúngicos. Los resultados del análisis estadísticos ANOVA 

mostraron para las levaduras C. albicans que todos los tratamientos después de la TFD 

fueron significativos con respecto a su control, gráfica 3. Además, mostraron que los 

controles de toxicidad en la oscuridad; donde se empleó AM sin activar con luz, no se 

afectó de manera significativa el crecimiento de ninguna de las cepas C. albicans. Con 

respecto al control de luz; donde se irradiaron la levaduras en ausencia de FS, el 

crecimiento de las cepas no se ve afectada en 4 / 6 cepas incluida la cepa C. albicans CAF2, 

no así, para los aislados clínicos C. albicans 43 y C. albicans 44 (incisos b y f de la gráfica 

3), donde la luz reduce el número de UFC a 78 y 69 % respectivamente. Los resultados de 

las UFC en placas petri se muestran en el anexo 1. 

 

Los resultados del análisis estadísticos ANOVA para las levaduras C. tropicalis mostraron 

que todos los tratamientos después de la TFD fueron significativos con respecto a su 

control. Además, mostraron que los controles de toxicidad en la oscuridad; no afectaron de 

manera significativa el crecimiento de ninguna de las cepas C. tropicalis. Con respecto al 

control de luz, el crecimiento de las cepas no se ve afectada en 5 / 6 cepas, incluida la 

especie C. tropicalis de referencia, no así, para la cepa C. tropicalis 7806 (inciso d, de la 

gráfica 4) donde la luz por si sola reduce el número de UFC a 63 %. Los resultados de las 

UFC en placas petri se muestran en el anexo 2.  

 

Para las levaduras C. glabrata los resultados del análisis estadístico ANOVA, mostraron 

que todos los tratamiento después de la TFD fueron significativos con respecto a su control, 

gráfica 5. Además, mostraron que los controles de toxicidad en la oscuridad; no afectaron 

de manera significativa el crecimiento de ninguna de las cepas C. glabrata que se 

utilizaron. Con respecto al control de luz, el crecimiento de las cepas no se ve afectada en 5 

/ 6 cepas incluida la especie C. glabrata de referencia, no así, para la cepa C. glabrata 219 
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– 2 (inciso b de la gráfica 5) donde la luz reduce el número de UFC a 77 %. Los resultados 

de las UFC en placas petri se muestran en el anexo 3. 
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TFD con AM: 10 μM, Luz: 55 J / cm
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Gráfica 3. Porcentaje de UFC de los controles con AM 10 μM  a 55 J / cm
2 

sobre levaduras 

C. albicans de referencia y aislados clínicos resistentes a antifúngicos. Los gráficos muestran 

una diferencia significativa tanto en la cepa C. albicans CAF2 (a) como en los aislados 

clínicos resistentes a antifúngicos (b, c, d y e) respecto de su control (ver tabla 7 para las 

resistencias a antifúngicos). De acuerdo con el ANOVA y la prueba de Tukey, se consideró 

una diferencia no significativa* p > 0.05 y una diferencia significativa ** si p < 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TFD con AM: 10 μM, Luz: 55 J / cm
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Gráfica 4. Porcentaje de UFC de los controles con AM 10 μM  a 55 J / cm
2
 sobre levaduras C. 

tropicalis de referencia y aislados clínicos resistentes a antifúngicos. Los gráficos muestran una 

diferencia significativa tanto en la cepa C. tropicalis CAF2 (a) como en los aislados clínicos 

resistentes a antifúngicos (b, c, d y e) respecto de su control (ver tabla 7 para las resistencias a 

antifúngicos). De acuerdo con el ANOVA y la prueba de Tukey se consideró una diferencia no 

significativa* p > 0.05 y una diferencia significativa ** si p < 0.05. 
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Gráfica 5. Porcentaje de UFC de los controles con AM 10 μM  a 55 J / cm
2 
sobre levaduras C. 

glabrata de referencia y aislados clínicos resistentes a antifúngicos. Los gráficos muestran una 

diferencia significativa tanto en la cepa C. glabrata ATCC2001 (a) como en los aislados 

clínicos resistentes a antifúngicos (b, c, d y e) respecto de su control (ver tabla 8 para las 

resistencias a antifúngicos). De acuerdo con el ANOVA y la prueba de Tukey se consideró una 

diferencia no significativa* p > 0.05 y una diferencia significativa ** si p < 0.05. 

TFD con AM: 10 μM, Luz: 55 J / cm
2 
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Los resultados demuestran que la TFD no discrimina entre cepas C. albicans resistentes a 

antifúngicos como el fluconazol, ketoconazol y anfotericina B (ver resistencia a 

antifúngicos de C. albicans en la tabla 7). En la gráfica 6 se resumen y comparan los 

resultados de la TFD para todas las cepas (6 / 6) incluyendo la cepa de referencia C. 

albicans CAF2.  

 

 

 

Gráfica 6. Resumen y comparación de la viabilidad después de la TFD entre la cepa 

de referencia C. albicans CAF2 y aislados resistentes: C. albicans 43, C. albicans 

56, C. albicans 2641, C. albicans 46 y C. albicans 44. La gráfica muestra el 

porcentaje de UFC, de acuerdo con el ANOVA y la prueba de Tukey se consideró 

una diferencia no significativa (*) si p > 0.05, y una diferencia significativa (**) si p 

< 0.05. 
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Por otro lado, la gráfica 7 compara el efecto de la TFD con respecto a la inhibición de las 

UFC (%) para la cepa de referencia C. albicans CAF2 y la inhibición promedio de las UFC 

(%) de los aislados clínicos de C. albicans. 

 

 

 

 

Gráfica 7. Efecto de la inhibición de UFC (%) después de la TFD. Cepa de 

referencia C. albicans CAF2 (100 %) y el promedio de la inhibición de UFC de 

todas los aislados clínicos C. albicans (99.4 %). 
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Los resultados demuestran que la TFD no discrimina entre cepas C. tropicalis resistentes a 

antifúngicos como el fluconazol, ketoconazol y anfotericina B (ver resistencia a 

antifúngicos de C. tropicalis en la tabla 7), dado que, en todas la cepas se mostró una 

diferencia significativa con respecto a su control, los resultados se muestran en la gráfica 8.  

 

 

 

 

 

Gráfica 8. Resumen y comparación de la viabilidad después de la TFD entre la cepa de 

referencia C. tropicalis MYA3404 y aislados clínicos resistentes: C. tropicalis 2130, 

C. tropicalis 71, C. tropicalis 7806, C. tropicalis 7809 y C. tropicalis 2131 (ver 

resistencia antifúngicos en la tabla 7). La gráfica muestra el porcentaje de UFC, de 

acuerdo con el ANOVA y la prueba de Tukey se consideró una diferencia no 

significativa (*) si p > 0.05, y una diferencia significativa (**) si p < 0.05. 
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Por otro lado, en la gráfica 9 se muestra el efecto de la TFD sobre la inhibición de las UFC 

(%) en la cepa de referencia y la inhibición promedio de las UFC (%) en los aislados 

clínicos de C. tropicalis. 

 

 

 

Gráfica 9. Efecto de la inhibición de UFC (%) después de la TFD. Cepa de referencia 

C. tropicalis MYA3404 (100 %) y el promedio de la inhibición de UFC de todas los 

aislados clínicos C. tropicalis (97.9 %). 
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La TFD inhibe en cierto grado el crecimiento de cepas C. glabrata resistentes y resistencias 

intermedias a antifúngicos (tabla 8), los resultados muestran una diferencia significativa en 

todos los aislados clínicos 6 / 6 con respecto a su control, incluyendo la cepa de referencia 

C. glabrata ATCC2001. Finalmente, los resultados demuestran cierto grado inhibición para 

la mayoría de la cepas C. glabrata utilizadas, gráfica 10.  

 

  

 

 

Gráfica 10. Resumen y comparación de la viabilidad después de la TFD entre la cepa 

de referencia C. glabrata ATCC2001 y aislados clínicos resistentes: C. glabrata 

219-2, C. glabrata 190, C. glabrata 132-2, C. glabrata 20 y C. glabrata 152-2 (ver 

resistencia antifúngicos en la tabla 8). La gráfica muestra el porcentaje de UFC, de 

acuerdo con el ANOVA y la prueba de Tukey se consideró una diferencia no 

significativa (*) si p > 0.05, y una diferencia significativa (**) si p < 0.05.  
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Por otro lado, en la gráfica 11 se muestran los resultados de la inhibición de UFC (%) en la 

cepa tipo C. glabrata ATCC2001 y el promedio de la inhibición de todos los aislados 

clínicos, es importante aclarar que tal como se observa en la gráfica 9, existe una eficiencia 

del 100% en la inhibición de UFC en 4 / 6 cepas, excepto en la cepa C. glabrata 20 y la 

cepa de referencia, lo cual modifica el resultado. 

 

 

Gráfica 11. Efecto de la inhibición de UFC (%) de la cepa de referencia C. glabrata 

ATCC2001 (51.7 %) y el promedio de la inhibición de UFC de todas los aislados clínicos 

C. glabrata (86.5 %). 
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Posterior a los resultados de TFD anteriores de C. glabrata, se realizó la TFD con dosis 

repetidas de irradiación sobre C. glabrata de referencia ATCC2001 y C. glabrata 20 

utilizando las mismas condiciones del experimento (10 μM de AM, luz de 55 J / cm
2
) solo 

con un intervalo de 30 min de incubación en oscuridad a 37 °C entre cada irradiación. Los 

resultados se describen en la gráfica 12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 12. Resultados de las TFD con dosis repetidas de irradiación sobre C. glabrata 

ATCC2001 y C. glabrata 20. Los resultados muestran una diferencia significativa para C. 

glabrata ATCC2001; donde disminuye de un 48 % en la primera radiación a 0.3 % UFC en 

la segunda irradiación, para C. glabrata 20; disminuye de un 67.4 % UFC en la primera 

radiación a un 2% de UFC en la segunda radiación. De acuerdo con el ANOVA y la prueba 

de Tukey se consideró una diferencia no significativa (*) si p > 0.05, y una diferencia 

significativa (**) si p < 0.05. Los resultados de las UFC en placas petri se muestran en el 

anexo 4. Arriba se muestra C. glabrata ATCC2001 y abajo C. glabrata 20.  

 

TFD con AM: 10 μM, luz: 55 J / cm
2 
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Por último, se hizo una comparación del efecto de la TFD que incluye cepas de referencia 

más los aislados clínicos. Se muestra la inhibición de UFC contra el tratamiento después de 

la TFD para cada especie, donde se observan muy buenos resultados para C. albicans, C. 

tropicalis y C. glabrata: 99.5, 98.3 % y 80.7 % de UFC respectivamente, gráfica 12. 

 

Gráfica 13. Resultados de la TFD para C. albicans 6 / 6, C. tropicalis 6 / 6 y C. 

glabrata 6 / 6, la TFD mostraron bueno resultados en la inhibición del crecimiento 

99.55 %, 98.32 % y 80.75 % respectivamente. Aunque en C. glabrata se obtuvo 

menor efecto sobre el crecimiento de UFC, también se demostró que la TFD con 

dosis repetidas de irradiación y un intervalo de tiempo de 30´ entre cada tratamiento 

puede mejorar el resultado. 
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9. DISCUSIÓN 

 

Las levaduras del género Candida spp viven de forma habitual en la piel y mucosas como 

parte de la microbiota, lo cual es un factor importante predisponente de la infección, porque 

el paciente puede llegar a desarrollar infecciones profundas, sistémicas o diseminadas que 

son generalmente severas; esto siempre y cuando, se rompa la barrera ecológica o la 

función inmunitaria se encuentre dañada y se favorezcan su diseminación. En los últimos 

años se ha observado un aumento en la incidencia de infecciones fúngicas nosocomiales, 

debido al aumento de factores que predisponen la adquisición de estas (Vega Sánchez, D. 

C. 2015). Usualmente, C. albicans ha sido aislada con mayor frecuencia, sin embargo, en 

las últimas décadas se ha observado que levaduras C. no albicans han incrementado su 

prevalencia (Pappas, P. G., et al. 2018), como es el caso de C. glabrata y C. tropicalis; es 

por eso, que en este estudio se incluyó el estudio de estas 3 especies. 

 

La identificación de especies rápida y precisa es de suma importancia para una correcta 

aplicación del tratamiento, disminución de cepas resistentes, así como también para la 

implementación de medidas efectivas de control de infecciones, pues cada especie de 

Candida presenta sus propias características con respecto a la propensión para causar 

enfermedades invasivas, su virulencia y susceptibilidad antifúngica (McCarty & Pappas, P. 

G. 2016). En algunos países se ha detectado el aislamiento de C. auris, una levadura 

multirresistente y mortal en pacientes infectados, que puede confundirse fácilmente con 

otras especies del mismo género (Chowdhary, A. 2016). 

 

Existen diferentes métodos para la identificación convencional de cepas Candida, que 

incluyen criterios morfológicos, bioquímicos e inmunológicos, aunque pueden presentar 

algunos inconvenientes cuando se trata de especies poco comunes, además se requiere de 

varios días para lograr una identificación por especies (OPATHY Consortium, Gabaldón 

T., 2019). En este estudio se realizó una identificación presuntiva por medio diferencial 

CHROMagar® Candida (figura 15), técnica que se fundamenta en la producción de un 

color desarrollado por las colonias debido a los cambios del indicador de pH y la 

fermentación de sustancias orgánicas específicas o sustrato cromogénico para identificar 

levaduras clínicamente importantes (Rodrigues Araujo, C., 2005). Aunque los resultados 

sugieren que el medio CHROMagar® Candida es útil en la identificación presuntiva de 

Candida spp., algunos autores proponen realizar pruebas adicionales para confirmar la 

identidad de la cepa en estudio (Ghelardi, E., et al. 2008; Godoy Martinez, P., et al. 2001), 

pues algunos inconvenientes en la identificación de cepas clínicas por esta técnica son el 

tiempo, y que además se necesita cierta experiencia del personal, porque los colores 

expresados pueden tener cierta similitud entre especies diferentes. En este estudio, se 

encontró cierta similitud en los colores expresados en el medio CHROMagar® Candida 

entre especies C. glabrata, C. guillermondii y C. parapsilosis.  

 

Después de haber identificado presuntivamente por medio diferencial las cepas, se procedió 

a confirmarlas por métodos moleculares como PCR y espectrometría de masas (MALDI-

TOF MS) utilizando el sistema de VITEK MS IVD, tabla 6. Técnicas que aumentan la 

sensibilidad y especificidad para identificar microorganismos a nivel de género y especie 

(Maldonado, I., et al. 2018). Dentro de las técnicas para identificación molecular se 
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encuentran los análisis de las regiones ribosomales (5.8S, 18S y 26S), los espaciadores 

internos transcritos ITS, entre otras (Vásquez, C. J. A., et al. 2016).  

 

Los genes ribosomales que codifican las subunidades 5.8S están dispuestos en tándem 

formando unidades de transcripción que se repiten en el genoma de las levaduras entre 100 

y 200 veces, y se utiliza como un excelente marcador para la identificación del género 

Candida (Rusu, E., et al. 2015; Guo, Y., et al. 2015). TodaS las cepas fueron procesadas y 

confirmadas para el género Candida por PCR de colonia, utilizando oligonucleótidos para 

la amplificación de genes 5.8S del ARNr (figura 16), siguiendo la metodología de Ruiz 

Gaitán, A. C., et al. 2018. 

 

El gen RPS0 codifica para una proteína que es un componente de la maquinaria de 

traducción y está extremadamente conservada entre las especies. A continuación, se realizó 

la PCR especie – específica con oligonucleótidos diseñados del gen RPS0 por García 

Martínez M. et al, 2010 para especies C. glabrata (figura 17). Posteriormente, los 

oligonucleótidos utilizados fueron sometidos a un análisis de BLAST, figura 21. 

 

Los oligonucleótidos ITS1 e ITS2, son utilizados por su alto número de copias y su 

característica conservada para la identificación de especies como C. albicans y C. tropicalis 

(Vásquez, C. J. A., et al. 2016). Por lo tanto, todas las cepas identificadas presuntivamente 

por medio diferencial como C. albicans y C. tropicalis fueron confirmadas por la técnica de 

PCR especie – específico por amplificación de las regiones ITS 1 e ITS 2 (figura 18). Los 

oligonucleótidos que se utilizaron para su identificación fueron los diseñado por Luo & 

Mitchel, 2002. Luego, los oligonucleótidos utilizados fueron sometidos a un análisis de 

BLAST, figura 19, 20. 

 

Las cepas de C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis identificadas por PCR especie - 

específico y las cepas que dieron negativas para PCR, fueron confirmadas por la técnica 

molecular MALDI TOF, esto con la finalidad de descartar especies C. auris. La técnica de   

MALDITOF a diferencia de la PCR, se fundamenta en el análisis de proteínas de la célula 

que son comparadas por medio de un sistema de datos hasta encontrar una similitud e 

identificar el microorganismo a nivel género y especie, para eso, se utilizó el sistema 

VITEK MS IVD, que es utilizado en la identificación de cepas de importancia clínica tabla 

6. En las cepas identificadas no se obtuvo ninguna cepa positiva para C. auris, datos no 

mostrados. 

 

Actualmente uno de los problemas que ha cobrado mucha preocupación en el área de la 

salud es la aparición de resistencias antifúngicas, lo cual limita las opciones de tratamientos 

y tiene en algunos casos consecuencias devastadoras en el paciente, por lo tanto, se buscan 

nuevas alternativas efectivas y que a su vez disminuyan la aparición de resistencias 

antifúngicas (Perlin, D. S., 2017). La TFD es una técnica que incluye el uso de tres 

elementos: un fotosensibilizador, una fuente de luz y oxígeno, que al reaccionar se vuelven 

tóxicos para las células provocando su muerte. La TFD / AM se ha utilizado con éxito 

contra hongos dermatofitos del género Trichophyton y Microsporum (López-Chicón, P., et 

al 2016, Spezzia-Mazzocco, T., et al. 2016), en cepas ATCC C. albicans (Souza, et al. 

2009; Pupo, Y. M., et al. 2011) y especies resistentes (Huang, M. C., et al. 2018).  
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En este estudio, la TFD se desarrolló utilizando el AM como fotosensibilizador y un 

dispositivo LED de luz roja contra 3 especie de levaduras del género Candida de aislados 

clínicos resistentes a antifúngicos; 5 especies C. albicans, 5 especies C. tropicalis y 5 

especies C. glabrata (tabla 7 y 8), en este estudio, se obtuvieron 3 / 6 cepas C. glabrata 

resistente a fluconazol, clotrimazol y 3 / 6 cepas con resistencia intermedia a ketoconazol y 

fluconazol (tabla 8). 

 

Para iniciar la TFD, se estandarizó un procedimiento de evaluación de TFD comparativa 

entre cepas C. albicans CAF2, C. tropicalis MYA3404 y C. glabrata ATCC2001. Para esto 

se verificó la caracterización del dispositivo LED mediante la medición de su potencia de 

emisión promedio (gráfica 1) y su espectro de absorción (gráfica 2), además otros factores 

como el pH y el uso de agua tridestilada, que mejoraron las condiciones para realizar una 

TFD efectiva. Finalmente, se identificó que a 10 μM de AM y luz de 55 J / cm
2 

se obtienen 

resultados significativos sobre el crecimiento de las cepas de referencia: C. albicans CAF2, 

C. tropicalis MYA3403 y C. glabrata ATCC20001. Concordando con estudios realizados 

no se encontró toxicidad en oscuridad significativa en ninguna de las cepas utilizadas, 

gráfica 3, 4 y 5 (Dovigo, L. N., et al. 2011; Pupo, Y. M., et al. 2011), de manera que el AM 

es un buen fotosensibilizador capaz de ser activado a una longitud de onda específica. Por 

otro lado, en algunas cepas en estudio se encontró una diferencia significativa en ausencia 

de fotosensibilizador (AM), tan solo con las irradiaciones, (gráfica 3, 4 y 5). Puede ser que 

en algunas levaduras existan componentes fotosensibilizantes endógenos de forma natural, 

lo cual permita cierta sensibilidad con la sola irradiación de luz, tal como demuestra Sales 

Rocha, L. De S., et al. 2014 y Souza, S. C., et al. 2006, mostrando concordancia en la 

disminución de UFC al exponerse a una fuente de luz, pero para confirmarlo se necesitan 

más investigaciones respecto al tema. 

 

En todas las cepas Candida de estudio se demuestra una diferencia significativa después de 

la TFD con respecto a cada control (gráfica 6, 8 y 10), concordando en estudios realizados 

por Souza, et al. 2009, Pupo, Y. M., et al. 2011 y Torres Hurtado, et al. 2019. Además, se 

observó que existe mayor efectividad fungicida en cepas de referencia C. albicans CAF2 y 

C. tropicalis MYA2001 (gráficos 7 y 9). 

 

También se observó que la TFD no discrimina entre cepas resistentes a antifúngicos, pues 

se observó una diferencia significativa en aislados clínicos resistentes a antifúngicos C. 

albicans, C. tropicalis y C. glabrata (99.4, 97.9 y 86.5% inhibición de UFC 

respectivamente), gráfica 7, 9 y 11. Los resultados para la cepa de referencia C. glabrata y 

un aislado clínico C. glabrata 20, aunque muestran una diferencia significativa, no se 

obtiene un 100 % de inhibición de UFC (gráfica 10), aun así, la TFD inhibe un 51.7 y 32.5 

% tanto para la cepa de referencia ATCC2001 como para la cepa C. glabrata 20 

respectivamente, resistentes a FCA.  

 

Aunque, C. glabrata no tiene la capacidad de formar hifas a diferencia de C. albicans o C. 

tropicalis, presenta diversos factores que le confieren virulencia, como su capacidad de 

formar biopelículas, sobrevivir en fagocitos, cambio morfológico en sus colonias, 

regulación, expresión de adhesinas, producción de pigmentos y también se caracteriza por 

la expresión de múltiples mecanismos de resistencia antifúngica (Muñoz de Valle, G. M. 

2014). C. glabrata, es caracterizada como una levadura con susceptibilidad intrínsecamente 
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baja a los azoles, pero esta también puede surgir durante el tratamiento prolongado, y como 

consecuencia desarrollar una mayor resistencia a los azoles. Se ha descrito que la 

resistencia celular en esta especie se encuentra acompañada por un aumento al flujo de 

salida del antifúngico y abundancia de transcripciones de transportadores de fármacos 

(Bennett, J. E., et al. 2004; Tsai, H. F., et al. 2006). También se ha descrito en cepas C. 

glabrata, la producción de pigmentos que están implicadas en la actividad contra ERO y la 

producción de β- glucanos entre otros (Bairwa, et al. (2014; Tscherner, et al. 2011). De 

acuerdo con estas investigaciones, podemos suponer que esas características en C. glabrata 

le proporcionan a esta levadura la capacidad de reaccionar de manera diferente a la TFD. 

Ya sea permitiendo el flujo de salida del AM y así limitar la acción fotodinámica, o que sea 

capaz de producir agentes antioxidantes que le permitan cierta tolerancia temporal a las 

ERO. 

 

Las investigaciones por Dovigo, L. N., et al. (2011) han encontrado cierta resistencia a la 

TFD en cepas C. glabrata, pero logran el efecto fungicida, aumentando la dosis de luz. Así 

mismo, Torres Hurtado, S. A., et al. (2019) concluyeron que la TFD repetitiva mejora el 

efecto fungicida en células que presentan cierta resistencia a la TFD. Por lo tanto, en este 

estudio se realizó una TFD con dosis repetidas de irradiación con un intervalo de 

incubación en oscuridad de 30 min a 37 ° C. Los resultados para la TFD con dosis repetidas 

mostraron una mayor efectividad en la inhibición de UFC tanto para C. glabrata 

ATCC2001, como para C. glabrata 20, gráfica 12. 

 

Finalmente, para todas las cepas en este estudio, se observó que la TFD inhibe el 

crecimiento de especies como C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata que presentan 

resistencias a antifúngicos y resistencias intermedias a antifúngicos (99.55, 98.32 y 80.75 % 

respectivamente), gráfica 13. 

 

Por medio del presente trabajo se demostró que la TFD in vitro reduce significativamente el 

crecimiento de levaduras de C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata resistentes a 

antifúngicos, otros estudios como el de Tan, J., et al. 2019 muestran resultados exitosos 

utilizando la TFD in vitro contra especies multirresistentes, como C. auris. Cabe mencionar 

que los resultados de TFD in vitro alientan a que este tratamiento fotodinámico puede ser 

una opción de tratamiento exitosa en pacientes en los que la administración de antifúngicos 

es contraindicada o en quienes presenten infecciones con resistencias antifúngicas, por lo 

tanto, se sugiere continuar el trabajo realizando estudios de TFD. 
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10. CONCLUSIÓN 

 

Cepas presuntivas del género Candida fueron confirmadas por PCR, utilizando 

oligonucleótidos especie – específico.  

La especie C. glabrata se confirmó por amplificación del fragmento intrón, gen RPS0. Las 

especies C. albicans y C. tropicalis se confirmaron por amplificación de las regiones ITS 1 

e ITS 2.  

 

La identidad de las especies C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata se confirmaron por la 

técnica de MALDITOF utilizando el sistema VITEK MS IVD. 

 

El perfil de resistencia FCA, KET, CTR permitieron la selección de cepas resistentes y 

resistencia intermedia para las especies C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata. 

 

Se estandarizó un procedimiento de evaluación de TFD comparativa entre cepas de 

referencia y aislados clínicos para levaduras C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata. 

 

La TFD / AM mostró efectos estadísticamente significativos para la inhibición de UFC en 

un 100 % para la cepa de referencia C. albicans CAF2 y para los aislados clínicos C. 

albicans en un 99.4 %. 

 

La TFD / AM mostró efectos estadísticamente significativos para la inhibición de UFC en 

un 100 % para la cepa de referencia C. tropicalis MYA3403 y para los aislados clínicos un 

97.9 %. 

 

La TFD / AM mostró efectos estadísticamente significativos para la inhibición de UFC en 

un 51.7 % para la cepa de referencia C. glabrata ATCC2001 y para los aislados clínicos un 

86.5 %, sin embargo, una TFD repetitiva fue más efectiva en la inhibición del crecimiento 

para esta especie. 

 

La TFD / AM fue efectiva para inhibir el crecimiento de levaduras C. albicans, C. 

tropicalis y C. glabrata que presentan resistencias y resistencias intermedias a antifúngicos  

 

La TFD / AM puede usarse como una alternativa para inhibir el crecimiento de C. albicans, 

C. tropicalis y C. glabrata. 
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11. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO 

 

Por medio del presente trabajo se demostró que la TFD in vitro utilizando AM como 

fotosensibilizador reduce significativamente el crecimiento de levaduras, esto alienta a que 

en un futuro la TFD puede ser un tratamiento exitoso contra infecciones por Candida, por 

lo tanto, se sugiere:  

 

 

 Comparar resultados de TFD utilizando diferentes fotosensibilizadores como el rosa 

de bengala y curcumina con cepas resistentes. 

 

 Ampliar el estudio de cepas C. glabrata no resistentes y resistentes a antifúngicos. 

 

 Realizar estudios para identificar el tipo de muerte celular que produce la TFD 

sobre levaduras del género Candida 

 

 Realizar estudios de TFD con biopelículas sobre materiales in vitro e in vivo. 

 

 Continuar el trabajo estandarizando la metodología de TFD in vivo utilizando con 

animales o tejidos infectados por Candida.  

 

 Realizar estudios de TFD sobre pacientes infectados por Candida. 
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Anexo 1. Resultados de la TFD sobre levaduras del género C. albicans. 
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Anexo 2. Resultados de la TFD sobre levaduras del género C. tropicalis. 
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Figura Anexo3. Resultados de la TFD sobre levaduras del género C. glabrata. 
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Anexo 4. Resultados de la TFD con dosis repetida de irradiación con un intervalo de 30 min sobre 

levaduras del género C. glabrata ATCC2001 y C. glabrata 20. 

 


