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APRESENTAÇÃO

A Microbiologia é uma das áreas da Ciências Biológicas que mais cresceu nas últimas 
décadas. Seu emprego na área da indústria alimentícia, farmacêutica, de reciclagem, 
biotecnológica entre outras tem sido enorme; e a compreensão de quadros patológicos 
causados por diferentes micro-organismos em humanos, animais e até em plantas tem sido 
favorecida devido aos avanços tecnológicos na área médica e de diagnóstico laboratorial. 

O livro “Microbiologia: Avanços através dos séculos e constantes atualizações 
tecnológicas” é uma obra atualizada, composta por trabalhos científicos na forma de artigos 
originais e de revisão, todos relacionados a esta área de conhecimento, que vai desde o 
cultivo e triagem de micro-organismos a análise da atividade antibacteriana de extratos 
de plantas, ou atividade de enzimas ou de fermentação de micro-organismos na indústria 
alimentícia, e até formação de biofilme e atividade antifúngica de diferentes moléculas. 

São 9 capítulos nos quais serão discutidos avanços desta área da ciência e serão 
revistos conceitos importantes dentro da Microbiologia básica, Bacteriologia e Micologia, 
além de discutir o papel da tecnologia para a obtenção dos resultados encontrados. A 
discussão destes temas é feita de forma dinâmica e facilitada, com uma linguagem 
acessível para estudantes e profissionais. 

Este livro, assim como todas as publicações da Atena Editora, passou pela revisão de 
um Comitê de pesquisadores com mestrado e doutorado em programas de pós-graduação 
renomados no Brasil. O resultado disto é um trabalho de excelente qualidade, atualizado e 
devidamente revisado por pares que será apresentado a você, nosso leitor.

Boa leitura! 

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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CAPÍTULO 9
 
FORMACIÓN DE BIOPELÍCULAS Y SENSIBILIDAD 

A ANTIFÚNGICOS DE Candida albicans, Candida 
tropicalis Y Candida glabrata
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RESUMEN: En los últimos años los padecimientos 
por hongos oportunistas aumentó notablemente, 
siendo la candidosis la micosis más frecuente, 
recientemente las especies de Candida no 
albicans incrementaron considerablemente, 
siendo más frecuentes que Candida albicans, 
las especies: Candida tropicalis, Candida 
glabrata, Candida  dubliniensis, Candida  auris 

entre otras, las cuales pueden ocasionar desde 
una infección superficial hasta una infección 
sistémica; Sin embargo actualmente C. albicans 
parece haber retomado el dominio como agente 
etiológico de esta micosis oportunista. Por 
otra parte, el aumento de cepas resistentes 
a los antifúngicos se ha convertido en un 
problema de salud pública, con consecuencias 
fatales en el paciente. La candidiasis puede 
llegar a representar una carga significativa de 
infecciones en la población hospitalaria debido 
a que esta micosis se asocia con la formación 
de biopelículas, estas constituyen capas del 
microorganimos adeheridas a las superficies 
bióticas o abióticas que complican el acceso 
de los fármacos y con ello su eliminación, se 
pueden formar sobre catéteres, prótesis dentales 
o cardiacas y otros dispositivos biomédicos, 
y se convierte en un foco de diseminación de 
la infección, entorpece las funciones propias 
de estos dispositivos, incrementa la estancia 
hospitalaria y, por ende, los costos de atención 
y la mortalidad. En este capítulo describiremos 
la formación de biopelículas y la sensibilidad a 
antifúngicos utilizando como modelo C. albicans, 
C. tropicalis y C. glabrata. 
PALABRAS CLAVE: Candidosis, Candida spp., 
antifúngicos, biopelículas.

BIOFILM FORMATION AND ANTIFUNGAL 
SENSITIVITY OF Candida albicans, 

Candida tropicalis AND Candida glabrata
ABSTRACT: In recent years, opportunistic fungal 
diseases have increased notably, candidosis 
being the most frequent mycosis, recently the 
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species of Candida non albicans increased considerably, being more frequent than Candida 
albicans, the species: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida  dubliniensis, Candida  
auris among other, which can cause from a superficial to a systemic infection; However, 
currently C. albicans seems to have regained dominance as the etiological agent of this 
opportunistic mycosis. On the other hand, the increase in antifungal resistant strains has 
become a public health problem, with fatal consequences for the patient. Candidiasis can 
represent a significant burden of infections in the hospital population because this mycosis is 
associated with the formation of biofilms, these constitute layers of the microorganism adhered 
to biotic or abiotic surfaces that complicate the access of drugs and therefore their elimination, 
can form on catheters, dental or cardiac prostheses and other biomedical devices, and 
becomes a source of spread of infection, it hinders the functions of these devices, increases 
hospital stay and, therefore, costs of care and mortality. In this chapter we will describe biofilm 
formation and antifungal sensitivity using C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata as models. 
KEYWORDS: Candidosis, Candida spp., antifungals, biofilms.

 

1 |  INTRODUCCIÓN
De todas las especies de Candida, quince han resultado ser patogénicas para el 

ser humano, y especialmente han sido cinco las que representan el 90% de las candidiasis 
invasivas: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, y C. tropicalis, mientras 
que especies como C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. inconspicua, C. lusitaniae, C. 
norvegensis, C. kefyr, C. famata y C. rugosa representan un grupo de especies aisladas 
ocasionalmente. C. albicans es la especie más estudiada en términos de patogenicidad 
y es el principal agente causal de las candidiasis superficiales y sistémica (Pappas et al.; 
Yapar; Silva et al.)

La candidiasis invasiva es la infección fúngica de mayor incidencia entre los 
pacientes hospitalizados, la tasa de mortalidad de esta llega a ser del 40% incluso después 
de haber suministrado un tratamiento antimicótico. La candidemia ha sido asociada a 
una mortalidad de hasta el 47% (Pappas et al.). Entre las levaduras, C. albicans era la 
especie predominante que representa del 35% al   60% de los aislados. Sin embargo, se 
están documentando cada vez más infecciones causadas por C. parapsilosis, C. tropicalis, 
C. glabrata y C.  krusei, que son las especies de Candida no albicans más comunes 
identificadas en cultivos. La mayoría de C. glabrata y C. krusei presentan mayor resistencia 
al tratamiento con los azoles (Mora Carpio and Climaco).

1.1  Candida albicans
Es una levadura redonda u ovalada de 3-8 por 2-7 micras. Las diversas formas 

morfológicas de C. albicans se han asociado con el cambio de estados comensales o 
patógenos, puede formar blastoconidios, pseudohifas e hifas verdaderas dependiendo de 
la temperatura, el pH y nutrientes (Stokes et al.) Se cree que el cambio de levadura a hifas 
ayuda a la adhesión celular y facilita la infección de tejidos, la evasión de macrófagos y 
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el desarrollo de biopelículas (Verma‐Gaur and Traven). El genoma de C. albicans está 
constituido por ocho pares de cromosomas homólogos cuyo tamaño en total es de 16 Mb 
(McManus and Coleman). C. albicans fermenta glucosa, galactosa y maltosa con formación 
de ácidos y dióxido de carbono. C. albicans se encuentra con frecuencia como parte de 
la flora microbiana normal de los humanos: boca, tubo digestivo, aparato genitourinario, lo 
que facilita su encuentro con la mayoría de los biomateriales implantados y las superficies 
del huésped (Luo and Mitchell). Macroscópicamente, en el medio agar dextrosa Sabouraud 
(SDA) las colonias de C. albicans tienen un crecimiento rápido y un aspecto liso, blanco y 
redondo 

1.2  Candida tropicalis
Es una levadura diploide susceptible a los azoles aunque menos susceptible que C. 

albicans. C. tropicalis se ha convertido en una de las especies de Candida más importante 
al ser considerada como la segunda especie más virulenta de tal género. Afecta con 
frecuencia a los pacientes leucémicos y neutropénicos, tiene gran capacidad invasiva y 
se estima que de un 50% a un 60% de los casos, desarrollan candidiasis diseminada a 
diferencia de C. albicans que lo hacen en un 2 a 15% de los casos (Nucci and Marr). Estudios 
han demostrado que la producción de sus biopelículas es mayor que en C. albicans. Puede 
producir factores de virulencia tales como la adhesión a células bucales epiteliales, así 
como células endoteliales (Galán-Ladero et al.; Tronchin et al.), secreción de enzimas 
líticas como proteinasas, fosfolipasas y hemolisinas, morfogénesis (transición de brotes a 
hifas) y el switching fenotípico (estado blanco a opaco) (Seervai et al.). La morfología de 
las colonias de C. tropicalis en SDA es de color blanco a crema como se ve en la Figura 3, 
con una textura cremosa y un aspecto liso y pueden tener bordes ligeramente arrugados 
(Zuza-Alves et al.). 

1.3  Candida glabrata
C. glabrata es una levadura no dimorfa que existe como blastoconidios pequeños en 

todas las condiciones ambientales como un patógeno. Sus blastoconidios  miden de 1 a 4 
μm (Fidel et al.) y no se han observado pseudohifas. Las colonias son blancas o cremas, 
pastosas y lisas, con un crecimiento de 3 a 5 días en medio Sabouraud. Es importante 
destacar que el cambio morfológico de la levadura a la forma hifal no ha sido reportado, 
aunque si la aparición de pseudohifas en respuesta a la falta de nitrógeno y exposición al 
dióxido de carbono (Kumar et al.).

2 |  BIOPELÍCULAS
Antoni van Leeuwenhoek escribió por primera vez sobre biopelículas en 1683 

para la Royal Society of London (Gulati and Nobile). La biopelícula fúngica es una 
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estructura heterogénea compuesta por hifas, pseudohifas y levaduras, se desarrolla en 
la interfaz entre un medio acuoso y un sólido. En las últimas dos décadas, el mayor uso 
de dispositivos de implantes médicos ha llevado a un aumento en la tasa de infecciones 
por Candida (Sandai et al.). Los sustratos más comunes son los catéteres, las dentaduras 
postizas (abióticas) y las superficies de las células de la mucosa (biótica) (Mayer et al.) Los 
microorganismos en este tipo de comunidad muestran tasas de crecimiento más bajas y 
mayor resistencia al tratamiento antimicrobiano, comportándose de manera muy diferente 
a las células planctónicas. El Instituto Nacional de Salud (NIH) en EUA ha señalado que las 
biopelículas patogénicas son responsables directa o indirectamente del 80% de todas las 
infecciones microbianas en el ser humano (Jamal et al.), y estas varían desde infecciones 
de mucosas superficiales, dermatológicas hasta infecciones diseminadas con un alto índice 
de mortalidad, llegando a 50% en varios casos (Pereira et al.)  .

2.1 Biopelículas de Candida spp.
La habilidad que poseen las especies de Candida para formar biopelículas, les 

permite adherirse no solo a superficies bióticas ya que estas pueden adherirse de igual 
forma a superficies inertes como catéteres u otros dispositivos biomédicos implantables y 
causar infecciones relacionadas a los mismos. Las adhesinas son proteínas responsables 
de la adhesión específica antes de la formación de la biopelícula. Las adhesinas de 
secuencia similar a la aglutinina (Als) son una familia de glucoproteínas ubicadas en la 
superficie de la pared celular de las levaduras, que se sabe que están asociadas con la 
patogenicidad; están presentes en C. albicans y en especies de Candida no albicans como 
C. tropicalis (Chandra and Mukherjee).

Los estudios relacionados a biopelículas de Candida spp han sido realizados en 
su mayoría sobre C. albicans, por lo que aún se desconoce en gran medida el proceso de 
formación de estas estructuras en otras especies, en la Figura 4 se muestra el proceso de 
formación de biopelículas para C. albicans y C. tropicalis. La formación de biopelículas para 
C. albicans es un proceso multifacético (Gulati and Nobile).

2.2 Biopelículas de Candida en tejidos
Las biopelículas de Candida pueden formarse en el tejido de las mucosas del 

huésped, donde reside como parte de la microflora comensal, siendo la cavidad oral el 
objetivo principal. La candidiasis seudomembranosa es la infección oportunista oral más 
común en personas VIH+ y otras personas inmunocomprometidas. Se presenta como 
lesiones de color blanco cremoso en el paladar, la mucosa bucal y la lengua, aunque 
también puede extenderse a la faringe (candidiasis orofaríngea) (Tsui et al.). 

Las infecciones superficiales asociadas a biopelículas de Candida son menos 
graves, la gingivoestomatitis y la periimplantitis son dos de las manifestaciones más 
frecuentes. En este tipo de infecciones las biopelículas suelen ser polimicrobianas, y la 
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participación de microorganismos del género Streptococcus es frecuente. La endocarditis 
por Candida puede resultar de la formación de biopelículas en el endotelio vascular dañado 
de las válvulas cardíacas en pacientes con enfermedad cardíaca preexistente (Silva et al.).

2.3 Biopelículas de Candida en dispositivos biomédicos
Las biopelículas de Candida se adhieren generalmente a dispositivos biomédicos, 

y son capaces de resistir concentraciones altas de antifúngicos (Nett et al.). El dispositivo 
médico de mayor infección por estas biopelículas es el catéter venoso central comúnmente 
usado para la administración de líquidos, nutrientes y fármacos. La contaminación del fluido, 
así como la del núcleo del catéter tiene su origen en la piel del paciente o las manos del 
personal de enfermería al realizar la inserción del mismo, permitiendo que los organismos 
pueden migrar a través de la herida hecha por el catéter (Silva et al.). 

2.4 Detección de biopelículas in vitro
Existen diferentes métodos para obtener la formación de biopelículas, los cuales 

pueden ser cualitativos y/o cuantitativos. Los métodos cualitativos solo ponen en evidencia 
la formación de las biopelículas, las cuales se pueden observar macroscópicamente y 
microscópicamente

Hemos realizado la formación de biopelículas con C. albicans, C. tropicalis y C. 
glabrata, cepas tipo y obtenidas de pacientes a través de dos técnicas. En la primera 
técnica se emplearon tubos tipo Falcon de 15 mL, conteniendo 10 mL de caldo glucosa 
peptona extracto de levadura, se inocularon con 1x106 levaduras de cada especie, 
incubando durante 48 horas/37°C, posteriormente se agregaron 2 mL de cristal violeta al 
0.5%, para realizar la cuantificación de las biopelículas formadas, realizando las lecturas 
en espectrofotómetro a 595 nm.

En la segunda técnica colocamos 200 µL de una suspensión de 1 x 107 lev/mL, por 
triplicado en placas de poliestireno de 96 pocillos, incubando a 30ºC en agitación a 90 RPM 
por 48 h, agregando a las 24 h la cantidad suficiente de caldo glucosa Sabouraud, ó YPD 
para un volumen final de 200 µL en cada pocillo, transcurridas las 48 h se depositaron 40 
µl de una solución de cristal violeta al 0.5% para cuantificar la formación de las biopelículas 
en espectrofotómetro a 595 nm.

Al microscopio se pueden observar redes de levaduras hifas y micelios (Figura 1).
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a)                               b)

  

Figura 1. C. albicans mostrando levaduras en la formación de biopelículas a las 48 horas de 
incubación. a) teñida con la técnica de Gram b) sin teñir.

3 |  ANTIFÚNGICOS EN LAS INFECCIONES POR CANDIDA 
El tratamiento recomendado para las infecciones por Candida incluye en primera 

instancia el uso de equinocandinasas, anfotericina B, seguido de las terapias orales con 
azoles, así también, los polienos son otro tipo de antifúngicos que se han empleado en este 
tipo de tratamiento (de Barros et al.; Silva et al.; McCarty et al.).

• Azoles (fluconazol, posaconazol, voriconazol). Bloquean la síntesis del ergos-
terol, inhibiendo la enzima 14α-lanosterol demetilasa, encargada de la síntesis 
del ergosterol en la membrana celular, inhibiendo así el crecimiento y la replica-
ción fúngica (ODDS).

• Polienos (anfotericina B y nistatina). Se intercalan en membranas que contie-
nen ergosterol, creando poros que destruyen el gradiente de protones, lo que 
resulta en la salida del citoplasma y otros contenidos celulares (Quiles-Melero 
and García-Rodríguez).

• Equinocandinas (caspofungina, micafungina y anidulafungina). Interrumpen la 
síntesis de la enzima β1,3-D-glucano-sintetasa, componente de la pared celular 
de las especies de Candida (Petrikkos and Skiada). 

• Anfotericina B. Se une al ergosterol de la membrana fúngica creando poros 
que permiten que los iones se difundan a través de la membrana. Debido a su 
hidrofobicidad y pobre absorción gastrointestinal, se administra de forma intra-
venosa (ODDS). Su nefrotoxicidad se ha minimizado en los últimos años con 
las formulaciones lipídicas que presentan mejor solubilidad (Schlottfeldt et al.). 

Si bien hay diferentes tratamientos, aún no se ha encontrado una solución definitiva, 
por lo que se han desarrollado y probado otras alternativas, como el uso combinado de las 
equinocandinas y la forma liposomal de la anfotericina B, misma que sigue en estudios y 
está relacionada a la producción de nefrotoxicidad (Adler-Moore et al.; Kuse et al.; Queiroz-
Telles et al.). 
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El tratamiento para combatir la candidiasis puede ser tópico o sistémico según el 
tipo de infección, los antifúngicos más utilizados son los derivados imidazólicos (fluconazol, 
itraconazol, ketoconazol, miconazol etc.), sin embargo en la actualidad se observa una 
disminución en la efectividad de estos, debido principalmente, al surgimiento de levaduras 
resistentes, a la aparición de nuevas especies patógenas, a la prescripción irracional de 
antimicóticos como profilaxis y al aumento de las dosis terapéutica (Arendrup and Patterson). 

Los antimicóticos pueden ser fungistáticos o fungicidas según inhiban el crecimiento 
o produzcan lisis de los hongos. Los derivados imidazólicos inhiben las enzimas oxidativas 
asociadas al citocromo P450 [CYP 3A4 y CYP 2C9] (lanosterol 14-α desmetilasa), 
bloqueando la conversión de lanosterol en ergosterol, lo que produce una alteración en la 
permeabilidad de la membrana de las células fúngicas. Además, promueven la acumulación 
de peróxido de hidrógeno, capaz de lesionar la estructura de los organelos intracelulares del 
hongo (López et al.). Estudios recientes han documentado tasas crecientes de resistencia al 
fluconazol, especialmente en C. auris, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis y C. parapsilosis 
(Pemán and Quindós; Duxbury et al.). 

3.1 Prueba de sensibilidad a antifúngicos
Para realizar la prueba de sensibilidad contra antifúngicos se tomaron cepas de 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 106 
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 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, 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 definidos según el inserto. 

En el segundo método los ensayos de resistencia/susceptibilidad a los antifúngicos 
principalmente utilizados en la terapéutica, se realizaron utilizando el kit comercial ATB 
Fungus III de Biomeriux. Esta técnica se basa en galerías donde existen cúpulas con 
distintas concentraciones de los siguientes antifúngicos: 5-FC; AMB; ITR; FCA; VRC. 

A partir de levaduras cultivadas en agar Dextrosa Sabouraud, se toma una porción 
del cultivo para realizar suspensiones de las distintas cepas con agua destilada estéril, 
igualando al tubo 2 del nefelómetro de McFarland, se transfirieren 20 ml a las ámpulas de 
medio que contiene el mismo kit mezclando suavemente, para inocular 135 ml en cada 
una de las cúpulas de la galería, posteriormente se incuba a 37°C por 24 horas, en cámara 
húmeda para evitar deshidratación de las muestras.  Las lecturas se realizan a las 24 horas, 
indicando presencia o ausencia de turbidez. Si la cúpula presenta turbidez, la muestra 
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es resistente al antifúngico en cuestión con la concentración que marca dicha cúpula. La 
ausencia de turbidez pone de manifiesto la susceptibilidad al antifúngico a la concentración 
que se observa en la cúpula de la galería del kit (Figura 2).

Figura 2. A la izquierda las ámpulas de medio del kit ATB Fungus III. Ala derecha una galería con sus 
cúpulas ya inoculadas y listas para tomar la lectura visual (presencia/ausencia turbidez) del mismo kit. 

Con el inserto del kit (indicaciones) se determina la CMI que presentan las cepas, 
siendo la CMI aquella concentración del antifúngico donde se deja de observar crecimiento 
(turbidez); y con ayuda der tablas del CLSI referidas en el mismo inserto se concluye si 
la cepa es susceptible o resistente a ese antifúngico. En las pruebas de sensibilidad a 
antifúngicos se puede observar que todas las cepas aisladas de pacientes de las 3 especies 
evaluadas (C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis) mostraron resistencia a diferentes 
azoles (Tabla 1). Así como también las cepas de referencia C. albicans CAF2 y C. glabrata 
ATCC2001. Solo la cepa de referencia C. tropicalis MYA3404 mostró sensibilidad a los 
fármacos probados. 

Candida albicans
Muestra

Antifúngico
CAF2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Ket Rs Rs Rs Se Se Rs Se Rs In Rs In Se Se
Fca Rs Rs Rs Rs Rs Rs Rs Rs Rs Rs Rs Rs Rs
Ctr Se Se Se Se Se Se Se Rs Rs Se Rs In In
AB Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se

Candida tropicalis
Perfil de Sensibilidad o Resistencia

Muestra
Antifúngico

MYA
3404 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Ket Se Se Se Se Se Rs Se Se Se In Se Se Se
Fca Se Rs Rs Rs Rs Rs Se Se Se Se Se Re Re
Ctr Se Se Se Se Se Se Se In In In Se Re Re
AB Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se
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Candida glabrata
Perfil de Sensibilidad o Resistencia

Muestra
Antifúngico

ATCC
2001 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Ket Rs Se Re Re In Re Se Se Rs Se Se In Se
Fca Rs Rs In In Se In Se Se Rs Se Se Re Se
Ctr Se Se Se Se Se Se Se In Rs Se Se In In
AB Se Se Se Se Se Se Se Se Se Rs Se Se Se

Tabla 1. Resultados de sensibilidad a antifúngicos de cepas de Candida spp.

4 |  CONCLUSIONES
Todos los cultivos de C. glabrata, C. tropicalis y C. albicans formaron biopelículas, y 

fueron sensible a anfotericina B, siendo sensibles a ketoconazol, fluconazol, clotrimazol la 
mayoría de los aislados.
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