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Resumen. Las especies de Candida distintas a C. albicans se describen con frecuencia
como agentes causales de micosis superficial y presentan una mayor resistencia al
tratamiento con los azoles. Con la finalidad de determinar la distribucion de especies y la
susceptibilidad antifiingica in vitro de Candida spp., se realiz6 un estudio ambispectivo
donde se analizaron 18 aislados de levaduras obtenidas de muestras de pacientes con
diagnodstico de micosis superficial. La identificacién taxondémica se realizd mediante la
visualizacion de las caracteristicas macroscopicas de crecimiento en agar cromogénico y
por métodos convencionales. La susceptibilidad a fluconazol y voriconazol se evalud por
el método de difusion en disco. El 88,8% de los aislados provenia de muestras de unas. C.
parapsilosis fue la especie mas frecuente, seguida de C. tropicalis, C. albicans 'y C. krusei,
lo cual confirmo el predominio de especies no albicans como causa de micosis superficial.
El patron de susceptibilidad a fluconazol y voriconazol fue similar: todos los aislados de
C. parapsilosis y C. albicans resultaron sensibles, mientras que el 83,3% de C. tropicalis
mostro sensibilidad a ambos antifungicos. C. krusei, especie resistente a fluconazol,
presentd sensibilidad intermedia al voriconazol. El uso de agar cromogénico permitid
detectar infecciones mixtas en muestras de ufias, involucrando en uno de los casos a Candid
spp. y C.tropicalis, esta Gltima con resistencia tanto a fluconazol como a voriconazol.
Los resultados obtenidos demuestran la importancia de la identificacion de especies y
la realizacion de pruebas de susceptibilidad con el fin de evitar fracasos terapéuticos en
micosis superficiales.
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Species distribution and antifungal susceptibility of Candida spp. causing superficial

mycosis. Coro, Falcon state, Venezuela.
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Abstract. Candida species other than C. albicans are often described as causative agents of
superficial mycosis and are more resistant to treatment with azoles. In order to determine the
distribution of species and in vitro antifungal susceptibility of Candida spp., one ambispective
study, which analyzed 18 yeast isolates obtained from samples from patients diagnosed with
superficial mycosis, was performed. Taxonomic identification was performed by macroscopic
visualization of the growth characteristics in chromogenic agar and by conventional methods.
The susceptibility to fluconazole and voriconazole was evaluated by the disc diffusion method.
Most of the isolates (88.8%), came from nail samples. C. parapsilosis was the most common
species, followed by C. tropicalis, C. albicans and C. krusei, which confirmed the prevalence
of non-albicans species as a cause of superficial mycoses. The pattern of susceptibility to
fluconazole and voriconazole was similar: all isolates of C. parapsilosis and C. albicans were
susceptible, while 83.3% of C. tropicalis showed sensitivity to both antifungals. C. krusei,
fluconazole-resistant species showed intermediate susceptibility to voriconazole. The use of
chromogenic agar allowed to detect mixed infections in nail samples, involving Candida spp.
and C. tropicalis in one case, the latter with resistance to both fluconazole and voriconazole.
The results demonstrate the importance of species identification and susceptibility testing to
avoid therapeutic failures in superficial mycoses.
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INTRODUCCION

Las micosis superficiales son las infecciones
fungicas mas comunes de piel y mucosa (oral-vagi-
nal), generadas por contacto directo con el hongo o
con una persona o animal infectado, siendo motivo
frecuente de consulta en los servicios de Dermato-
logia o Micologia. Sus agentes causales pueden ser
hongos filamentosos o levaduriformes (1, 2).

Entre las levaduras, Candida albicans era la
especie predominante, sin embargo, se estan docu-
mentando cada vez més infecciones causadas por
otras especies, que presentan mayor resistencia al
tratamiento con los azoles (3-5). En estudios rea-
lizados en Buenos Aires, Argentina (1999-2001),
con aislados provenientes de diferentes muestras
clinicas, sefialan que en las secreciones mucosas C.
albicans fue la especie preponderante (60% - 80%

de los casos) no asi en muestras de ufias, donde
C. parapsilosis desplazo a C. albicans (37,7% vs.
22,0%, respectivamente) (6). En otro estudio rea-
lizado en ese pais, durante el periodo 2007 a 2011,
se analizaron en forma prospectiva 414 pacientes
con lesiones ungueales, y se detectd el predomi-
nio de especies no albicans (91%) en onicomicosis
tanto de mano como de pie (7). En Venezuela, la
frecuencia de especies de Candida causantes de
micosis superficial varia segtin el area geografica:
Candida albicans es la mas frecuente, especial-
mente en el estado Sucre, seguida de C. tropicalis
con mayor numero de casos en Caracas, C. gui-
llermondi y C. sake, aisladas s6lo en Caracas y el
estado Falcon, respectivamente (8). En este tltimo
estado, se ha descrito el predominio de especies no
albicans causantes de micosis superficial: C. pa-
rapsilosis, C. tropicalis y C. sake (8).
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Los estudios, cada vez mas frecuentes, acerca
del aislamiento de especies de Candida resisten-
tes a diversos antifingicos, enfatiza la importan-
cia de su identificacion para poder instaurar el tra-
tamiento antimicdtico adecuado (9). Es por ello
que las pruebas de susceptibilidad in vitro han
adquirido importancia, dada la necesidad de es-
tablecer el patron de susceptibilidad de las cepas
a los nuevos antimicoéticos, asi como también, re-
conocer y detectar el surgimiento de aislados re-
sistentes en diferentes regiones (10).

Debido a los cambios observados en la dis-
tribucion de especies de Candida causantes de
micosis superficiales y a la variabilidad descrita
en su patréon de susceptibilidad antifiingica, se
realizé un estudio ambispectivo con la finalidad
de confirmar la existencia de modificaciones en
la frecuencia de especies y evaluar su perfil de
susceptibilidad a fluconazol y voriconazol, para
asi aportar informacién que permita adecuar la te-
rapia antifingica en los pacientes afectados.

MATERIALES Y METODOS

Se realizo un estudio observacional, descriptivo,
de tipo ambispectivo donde se analizaron 18 aisla-
dos de levaduras obtenidas de muestras de pacientes
con diagnostico de micosis superficial, que fueron
enviadas al Laboratorio de Micologia, Universidad
Nacional Experimental “Francisco de Miranda”, Co-
ro-Falcon, Venezuela, durante un lapso de 18 meses
(enero 2012 a julio 2013). Los aislados fueron iden-
tificados mediante sus caracteristicas macroscopicas

de crecimiento en agar cromogénico (Oxoid brillan-
ce™ Candida agar) y por métodos convencionales:
hidrolisis de la urea, produccion de clamidoconidias
y asimilacion de carbohidratos (11).

Estudio de susceptibilidad in vitro a fluconazol y
voriconazol

Se realizo mediante el método de difusion en dis-
co, descrito por el Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standard
Institute, CLSI) en su documento M44-A, utili-
zando placas de 90 mm de didmetro que contenian
agar Miieller-Hinton (MHA) (BBL, Cockeysville,
EE.UU) suplementado con 2% de glucosa y 0,5 pg/
mL de azul de metileno, con una profundidad de 4,0
mm (12). La superficie del agar fue inoculada por
diseminacion con hisopo estéril, humedecido en una
suspension de la levadura a evaluar, previamente
ajustada a la turbidez del estandar N° 0,5 McFar-
land, equivalente a una concentracion aproximada
de 1,5x10% UFC/mL; posteriormente se colocaron
los discos de fluconazol (25ug) y voriconazol (1ug)
(Bioanalyse ®) sobre la superficie y las placas fue-
ron incubadas en aerobiosis a 37°C. Los resultados
se evaluaron entre las 18 y 24 horas después del en-
sayo y la lectura se realizé visualmente midiendo el
didmetro (en milimetros) del area donde se produjo
una reduccion del 80% del crecimiento fiingico.

Los aislados se clasificaron como Sensible (S),
Intermedio (I), Sensible Dosis Dependiente (SDD) o
resistentes (R). Los puntos de corte de referencia, se
presentan en la Tabla I (13,14).

TABLA I
PUNTOS DE CORTE DE REFERENCIA (milimetros) PARA FLUCONAZOL Y VORICONAZOL
EN Candida spp. (13, 14).

FLUCONAZOL VORICONAZOL

ESPECIE S S-DD R S I R
C. albicans >17 14-16 <13 >17 14-16 <13
C. parapsilosis >17 14-16 <13 >17 14-16 <13
C. tropicalis >17 14-16 <13 >17 14-16 <13
C. glabrata - >15 <14 >16 - -

C. krusei - - - >15 13-14 <12
Candida spp. >19 15-18 <14 >17 14-16 <13

S: Sensible, S-DD: Sensible Dosis Dependiente, R: Resistente, I: Intermedio
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Control de calidad del estudio de
susceptibilidad

Con el fin de evaluar la calidad y el rendimiento
de los reactivos, el agar MHA, la metodologia utili-
zada y la interpretacion correcta de los resultados se
incluyeron cepas de control de calidad (C. parapsi-
losis ATCC 22019y C. krusei ATCC 6258), suminis-
tradas por el Departamento de Micologia, del Insti-
tuto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, Caracas,
Venezuela. Los didmetros de los halos de inhibicion
de referencia fueron: fluconazol 22 a 23 mm para C.
parapsilosis ATCC 22019 (en C. krusei ATCC 6258
no se han establecido debido a la variabilidad encon-
trada), mientras que para voriconazol fue de 28 a 37
mm para C. parapsilosis ATCC 22019y 16 a25 mm
para C. krusei ATCC 6258 (15, 16).

Analisis de datos

Se calculd la frecuencia absoluta y porcentual de
los aislados obtenidos por especie de Candida, tipo
de muestra y los porcentajes de sensibilidad a los
antifiingicos, de forma global y por especie aislada.

RESULTADOS

Los 18 aislados analizados se obtuvieron de
muestras de ufias (mano y pie) y region inguinal:

14 (77,8%) de ufias de manos, 2 de ufias de pie y
2 de region inguinal (Tabla II). Las especies mas
frecuentes en uflas de mano fueron C. parapsilosis
y C. tropicalis (ambas con 42,9%), seguidas de C.
krusei y Candida spp. (7,1%). En ufias de pie y
region inguinal sélo se aislaron C. parapsilosis y C.
albicans, respectivamente (Tabla II). Los resultados
presentados evidencian el predominio de especies
no albicans como agentes causales de micosis
superficiales no dermatofiticas.

El uso del agar cromogénico permitid detectar
infecciones mixtas por Candida en muestras de
ufias de mano, provenientes de tres pacientes con
diagnostico presuntivo de onicomicosis.

El patron de susceptibilidad de los aislados
mostré que el 88,9% (n=16) resultd sensible tanto
a fluconazol como voriconazol; mientras que 11,1%
(n=2) fue resistente a fluconazol y 5,6% (n=1) a
voriconazol (Tabla III). Solo una especie mostro
susceptibilidad intermedia al voriconazol (5,6%). -

Segun la especie evaluada, se evidenci6 el mismo
patron de susceptibilidad para ambos antifingicos:
todos los aislados de C. parapsilosis, C. albicans y
Candida spp. resultaron sensibles, mientras que esto
s6lo se observo en el 83,3% de C. tropicalis (uno
de los aislados involucrados en infecciones mixtas
fue resistente a fluconazol y voriconazol). C. krusei,
presentd susceptibilidad intermedia a voriconazol.

TABLA 11
LOCALIZACION ANATOMICA DE LAS ESPECIES DE Candida AISLADAS

MUESTRA CLINICA
ESPECIE UM UP RI TOTAL
C. parapsilosis 6 (42,9%) 2 (100%) - 8 (44,4%)
C. tropicalis 6 (42,9%) - - 6 (33,3%)
C. albicans - - 2 (100%) 2 (11,1%)
C. krusei 1(7,1%) - - 1 (5,6%)
Candida spp. 1(7,1%) - - 1 (5,6%)
TOTAL 14 2 2 18 (100%)

UM: una mano; UP: una pie; RI: region inguinal
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TABLA III
SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO A FLUCONAZOL'Y VORICONAZOL DE LAS ESPECIES DE
Candida CAUSANTES DE MICOSIS SUPERFICIAL.

Fluconazol (%)

Voriconazol (%)

Especie S S-DD R Total S I R Total
C. parapsilosis 8 (100) - - 8 8(100) - - 8

C. tropicalis 5(83,3) - 1(16,7) 6 5(83,3) - 1(16,7) 6

C. albicans 2 (100) - - 2 2(100) - - 2

C. krusei - - 1 (100) 1 -- 1(100) - 1
Candida spp. 1 (100) - - 1 1(100) - - 1
Total 16 - 2 18 16 1 1 18

S: Sensible; S-DD: Sensible Dosis Dependiente; I: Intermedio; R: Resistente.

DISCUSION

Las micosis superficiales estan limitadas a piel,
pelos, ufias, mucosas oral y vaginal. Constituyen,
por su alta prevalencia, un importante problema
de salud publica. Sus agentes etiologicos varian
con el clima, las caracteristicas culturales y
socioeconémicas de la poblacion (17, 18).
Los principales agentes etiologicos son los
dermatofitos seguidos por las levaduras del
género Candida, responsables del 5% -17% de
los casos (19,20).

En este estudio la frecuencia de micosis
superficial causada por especies de Candida fue
del 12,8%, la region anatomica mas afectada
fueron las ufias, especialmente las de manos,
prevaleciendo el sexo femenino. Este hallazgo
pudiera explicarse por una mayor exposicion a la
humedad o por el hecho de que, generalmente, son
las mujeres las que presentan mayor preocupacion
por el aspecto de las ufias, motivo por el cual
asisten a la consulta dermatologica (21-25).

La onicomicosis tiene mayor prevalencia
en pacientes adultos y se estima que el riesgo
se eleva con la edad (22, 26, 27); cuando es
producida por especies de Candida afecta con
mayor frecuencia las ufias de las manos y el
pliegue ungueal sin predominio sobre alguno de
los dedos (28). Algunos estudios epidemiologicos
han sefialado multiples factores que podrian

influir en la gran variedad de especies de
levaduras aisladas en muestras de ufias como
lo son: la temperatura, grado de humedad del
ambiente y la latitud tropical, e incluso se han
identificado hongos endémicos en ciertas regiones
(21, 29, 30). Mientras que otros han sefialado
que son los criterios utilizados desde el punto
de vista microbiologico para determinar que un
agente esta asociado con la onicomicosis. Se ha
demostrado que diferentes especies de Candida
y Fusarium presentan enzimas de tipo proteasas
que pueden tener actividad de queratinasas y que,
por lo tanto, pueden jugar un papel como factor de
patogenicidad en la invasion de la placa ungueal
(31, 32).

Candida albicans se consideraba la especie
predominante, pero actualmente se estan
describiendo infecciones causadas por otras
especies, debido quizas al uso indiscriminado
de la terapia con fluconazol, que favorece la
aparicion de especies con resistencia, tales como
C. krusei 'y C. glabrata (13, 20). De los aislados
identificados, C. parapsilosis (44,4%) fue la mas
frecuente en muestras de ufias de mano y pie,
similar a lo demostrado en un estudio realizado
en Buenos Aires, Argentina, donde se encontrd
que C. albicans (22%) fue desplazada por C.
parapsilosis (37,7%), en este lugar anatomico
(6). Otros autores han sefialado que la etiologia
de la onicomicosis en pie es mas frecuente por
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los dermatofitos Trichophyton rubrum y T.
mentagrophytes y, Fusarium spp. como hongo
no dermatofitico; mientras que la especie de
levadura predominante es C. parapsilosis (33).

Recientemente se ha considerado a C.
parapsilosis como un importante patdogeno
emergente, asociado de manera creciente a
un amplio espectro clinico de infecciones que
van desde micosis superficiales, que afectan
principalmente el lecho ungueal tanto de ufas de
manos como depies, lapiel, incluso del oidomedio,
hasta infecciones sistémicas que pueden llegar a
comprometer la vida del paciente. Eventualmente,
se han reportado casos esporadicos de peritonitis,
endoftalmitis y trastornos articulares, entre otros
(34). Este microorganismo forma parte de la
flora normal de la piel y las uiias y se ha aislado
frecuentemente de estos sitios anatomicos en
profesionales del area de salud (35). También ha
sido aislado de dispositivos médicos tales como,
catéteres intravasculares y lineas de nutricion
parenteral, lo cual explicaria los casos de
candidiasis invasiva en pacientes hospitalizados
en unidades de cuidados intensivos (34, 36).

C. tropicalis fue la segunda especie aislada
en muestras de ufias de manos. Se ha sefialado
que tiene su habitat natural en el medio ambiente
(suelo, agua, cereales, entre otros) (35), lo cual
podria explicar que la frecuencia de onixis
causada por C. tropicalis, esté asociada a la mayor
exposicion de las ufias de la mano a la humedad.

La evaluacion del patrén de susceptibilidad
permitié detectar una sensibilidad aceptable al
fluconazol, el cual es considerado el tratamiento
de eleccion en la onixis por levaduras (37),
siempre y cuando la especie causal no sea C.
krusei, por presentar resistencia intrinseca o C.
glabrata ya que puede mostrar resistencia sin
previa exposicion, o con mayor frecuencia luego
de su exposicion al fluconazol (13, 38, 39).

El patrén de susceptibilidad para el voriconazol
fue similar al observado con el fluconazol. A pesar
de que este triazol es mas activo que el fluconazol
y el itraconazol sobre las principales levaduras de
importancia clinica, especialmente en especies de

Candida con resistencia adquirida (C. albicans, C.
glabrata) o natural a fluconazol (C. krusei) y otras
levaduras como C. neoformans, Trichosporon
beigelii y Saccharomyces cerevisiae (40), no esta
indicado para el tratamiento de la onicomicosis
(41-40).

Es importante sefialar que el agar cromogénico
permitio detectar infecciones mixtas en muestras de
tres pacientes con onixis en ufias de la mano; uno
de los casos presentd la combinacion C. tropicalis
- Candida spp., evidenciandose en el estudio de
susceptibilidad que C. tropicalis fue resistente tanto
a fluconazol como a voriconazol. En otro caso se
aislo la combinacion C. parapsilosis - C. krusei,
ésta Ultima especie resistente a fluconazol. Seglin
la literatura revisada la frecuencia de infecciones
mixtas es baja (4,5%) (33), sin embargo, en este
estudio se observo en 21,42% de los casos. El
hallazgo de infecciones mixtas y las implicaciones
que pudieran tener en la evolucion terapéutica
de los pacientes apoyan la importancia de una
identificacion correcta de los aislados y la realizacion
de pruebas de susceptibilidad, que permitan al
clinico adecuar la terapia que lleve a la resolucion del
proceso infeccioso, evitando asi la practica habitual
de tratamiento empirico, en especial, para aquellas
especies que no responden a la terapia convencional,
como es el caso de C. krusei. (47) y en las que
muestran un patron de susceptibilidad variable,
como el observado en C. tropicalis.
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