


A lo largo de los años la resistencia a los azoles ha aumentado en Candida spp, y, en 
particular, los mecanismos por los cuales C. albicans evade a estos antifúngicos están bien 
caracterizados. Pueden actuar de cuatro formas conocidas: (i) hiperexpresión de bombas de 
eflujo: principalmente bombas codificadas por los genes CDR1, CDR2 y MDR1 que 
transportan azoles fuera de la célula; (ii) cambios mutacionales en la enzima lanosterol 14-α-
esterol desmetilasa, que reducen su afinidad por el FLC; (iii) hiperexpresión del gen ERG11 
que deja enzimas sin ser inhibidas por el FLC; y (iv) otras alteraciones en la ruta de los 
esteroles de la célula (Pristov & Ghannoum, 2019). 

Las tasas de resistencia a FLC en aislados sanguíneos de C. parapsilosis llegan al 14 % en 
los EE. UU., al 7,5% en Argentina, al 6,3 % en Europa, al 5,4% en Asia y al 7% en otros países 
de Sudamérica. Si bien los mecanismos moleculares asociados a la resistencia en estas 
cepas no están totalmente dilucidados, se ha establecido que las cepas aisladas en EE.UU. 
y Europa son clonales y presentan una sustitución en el residuo Y132 de Erg11p (Grossman 
et al., 2015). Por otro lado, algunas cepas presentaron sustituciones en otros genes como lo 
son factores de transcripción que regulan la sobreexpresión de bombas de eflujo (Grossman 
et al., 2015) o del gen ERG11 (Souza et al., 2015). Lo descrito, si bien no ha sido confirmado 
molecularmente, deja en claro que los mecanismos varían dependiendo de la región 
geográfica y que en Sudamérica y especialmente en Argentina, este fenómeno no ha sido 
estudiado en profundidad a pesar de la gran prevalencia de C. parapsilosis y de la alta tasa 
de resistencia a FLC que se ha reportado en nuestra región. 

OBJETIVOS 

El objetivo de este trabajo fue estudiar los mecanismos de resistencia al FLC en C. 
parapsilosis. En particular, las mutaciones puntuales sobre el gen ERG11, que producen 
sustituciones aminoacídicas sobre la proteína que codifica (enzima lanosterol 14-α-esterol 
desmetilasa). Se estudiaron cepas de C. parapsilosis resistentes a fluconazol aisladas en 
Argentina, Brasil, Colombia, México y Uruguay.  

METODOLOGÍAS 

Cepas  

En la Tabla 1 se describen las cepas con las cuales se trabajó (utilizando el código del cepario 
de nuestro laboratorio para identificarlas). Para las cepas aisladas en nuestro país, se da 
cuenta de la provincia de la cual fueron aisladas. En el caso de las cepas extranjeras se 
nombra el país de origen.  

Tabla 1. Cepas de trabajo. Se detalla el país o provincia donde fueron aisladas. 

Cepa 17* 1055 1294 1296 1297 1298 1299 1301 1305** 1307** 

Origen ATCC 
(22019) 

Córdoba Buenos Aires Santa Fe 

Cepa 1437 1802 1803 1843 1886 1974 1976 1977 1978 

Origen Chaco Uruguay Colombia Bs. As. México Brasil 

*cepa de referencia de control de calidad CLSI. **cepas clínicas sensibles a FLC. 

Identificación genética de cepas para diferenciar C. parapsilosis sensu stricto de 
especies crípticas (C. orthopsilosis y C. metapsilosis) 

Las cepas descriptas en la Tabla 1 fueron cultivadas en agar Sabouraud por 16-24 horas a 37 
ºC. Se realizó la extracción de ADN genómico mediante el método CTAB (Doyle, 1991). Se 
llevó a cabo una identificación de C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. 
metapsilosis mediante análisis de la presencia de sitios de corte de endonucleasas de 
restricción post amplificación por PCR (PCR-REA), de acuerdo a lo descrito en García-Effron 
et al., 2011 (Figura 1). 



Búsqueda de mutaciones puntuales en el gen 
ERG11 mediante amplificación por PCR y 
posterior secuenciación 

Una vez identificadas las cepas como C. 
parapsilosis sensu stricto, procedimos a realizar una 
PCR para amplificar una porción de 1096 pb. del 
gen ERG11, que como ya se ha descrito, codifica 
para la enzima 14-α-lanosterol-desmetilasa, con el 
objetivo de secuenciarlo en búsqueda de 
mutaciones puntuales. Se utilizaron los primers 
descritos en Grossman et al., 2015. 

• CpErg11 F444: 5’-TAG TGG GAT CGG TGG 
ATC TT-3’ 

• CpErg11 R652: 5’-CTT TAT CTA AAT CAG 
CAT ACA ATT GAG-3’ 

Pruebas de sensibilidad a los antifúngicos 

Con el objetivo de evaluar la sensibilidad de las cepas objetivo a FLC, realizamos pruebas de 
sensibilidad por triplicado de acuerdo con el documento CLSI M27-cuarta edición (Clinical and 
Laboratory Standards Institute, 2017). C. parapsilosis ATCC 22019 se utilizó como cepa de 
control de calidad. 

RESULTADOS/CONCLUSIONES 

Identificación de C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis 
basada en PCR-REA con EcoRI de un fragmento del gen FKS1. 

De las cepas de trabajo, todas mostraron un patrón de digestión concordante con C. 
parapsilosis sensu stricto, con excepción de la cepa 1802, que no se continuó analizando. 

Correlación entre CIMs y mutaciones en el gen ERG11. 

Se amplificaron y secuenciaron los genes ERG11 de las cepas de trabajo. En comparación 
con la secuencia de C. parapsilosis ATCC 22019 (WT), se identificaron 4 polimorfismos de 
nucleótido único (SNP) diferentes: 1- A395T (denominado SNP 1; sustitución de aminoácido, 
Y132F), presente en 6 de 14 aislados resistentes (R), pero en ninguno de los aislados 
sensibles (S). 2- A428G (SNP 2; sustitución de aminoácido, K143R), se encontró en 6 aislados 
R, distintos a los que poseían el SNP1. Solo 2 aislados R no presentaron ninguno de los SNPs 
mencionados hasta el momento. 3- C-111T (SNP 3), en la región 5’ UTR de 5 aislados R y 1 
S. 4- T591C, en los 14 aislados R y en uno de los aislados S (SNP 4; silente: I197I).  

En la Tabla 2 se resumen los resultados de secuenciación y de CIMs. Los resultados dentro 
como fuera de la escala se incluyeron en el análisis (se convirtieron a la siguiente 
concentración hacia arriba o abajo).  

De acuerdo a lo reportado por Grossman et al., 2015 y Singh et al., 2019 los SNP 1 y 2, 
respectivamente, resultan suficientes para atribuir resistencia a FLC. Con respecto a las cepas 
1803 y 1843, podríamos atribuir la resistencia a FLC a modificaciones ajenas a ERG11, como 
sobreexpresión de bombas de salida del fármaco, por ejemplo, CDR1, CDR2 y MDR1. 

 

 

 

 

Figura 1. Electroforesis del gen FKS1 
de 1032 pb. Los fragmentos de PCR se 
digirieron con EcoRI y se resolvieron 
con un gel de agarosa al 0,8 %. Calle M: 
marcador de peso molecular de 100 pb; 
Calle 1: C. parapsilosis sensu stricto 
ATCC 22019; calle 2: C. metapsilosis 
ATCC 96144; calle 3: C. orthopsilosis 
ATCC 96139. 



Tabla 2. CIMs de FLC de las cepas de trabajo*. Se indican los SNPs en ERG11. 
Cepas 17 1055 1294 1296 1297 1298 1299 1301 1305 

CIM 
(µg/mL)  

2,00 
(S) 

0,35 
(S) 

16,00 
(R) 

22,63 
(R) 

8,00 
(R) 

11,31 
(R) 

22,63 
(R) 

16,00 
(R) 

2,83 
(S) 

SNP 3 2 y 4 2 y 4 2 y 4 2 y 4 2 y 4 2 y 4 2 y 4 4 

Cepas 1307 1437 1803 1843 1886 1974 1976 1977 1978 

CIM 
(µg/mL)  

2,83 
(S) 

32,00 
(R) 

11,31 
(R) 

45,25 
(R) 

32,00 
(R) 

128,00 
(R) 

128,00 
(R) 

128,00 
(R) 

128,00 
(R) 

SNP - 1 y 4 4 3 y 4 1 y 4 1, 3 y 4 1, 3 y 4 1, 3 y 4 1, 3 y 4 

* media geométrica ≥ 3 repeticiones. CIM: Concentración inhibitoria mínima. S: sensible. R: resistente. 

FLC: Fluconazol. SNP: single nucleotide polymorphism. SNP 1: Y132F; SNP 2: K143R; SNP 3: C-111T; 

SNP 4: I197I. 
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