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1. RESUMEN 

Introducción  

La estomatitis subprotésica es una patología oral muy frecuente en pacientes portadores 

de prótesis. Es la candidiasis oral más común, siendo el agente causal más comúnmente 

aislado Candida albicans. Actualmente el tratamiento consiste en controlar cualquier 

efecto traumático que pueda generar la prótesis, en conjunto con antifúngicos tópicos. 

Este tratamiento genera resistencia y recidiva debido a la presencia de biofilm sobre la 

superficie de prótesis y mucosas. Lo mismo ocurre en otros tipos de candidiasis las 

cuales son muy difíciles de tratar con antifúngicos comunes. Esto ha impulsado la 

búsqueda de otros tratamientos; sin embargo, faltan estudios sobre el comportamiento 

de estas terapias en biofilms de C. albicans para poder lograr tratamientos exitosos. Es 

por esto que se estudió la susceptibilidad a fluconazol de cepas clínicas de C. albicans 

de pacientes con estomatitis subprotésica, en su forma planctónica y en biofilm, con el 

objetivo de evaluar algún cambio en la susceptibilidad de estas cepas. 

Materiales y métodos 

Se realizaron ensayos de microdilución en placas de 96 pocillos para determinar la 

concentración inhibitoria mínima (CIM) de Fluconazol sobre cepas clínicas aisladas de 

C. albicans en su forma planctónica y en biofilms. Luego se clasificaron en cepas 

resistentes y susceptibles a Fluconazol según valores documentados, para luego 

comparar el efecto antifúngico que logra el Fluconazol en células planctónicas y biofilm. 

Resultados  

El fluconazol demostró inhibir a células planctónicas de diferentes cepas clínicas de C. 

albicans, siendo en su gran mayoría susceptibles, encontrándose valores de IC50 

aceptados para fluconazol. Sin embargo, no ocurre lo mismo cuando se encuentra en 

biofilm, por el contrario, todas las cepas estudiadas pasaron a ser resistentes a 

fluconazol en concentraciones muy altas sobre 6mg/L. Incluso en algunas cepas se 

favoreció el crecimiento celular en presencia de fluconazol. 



 

2 

 

 

Conclusiones 

C. albicans es susceptible a fluconazol cuando se encuentra aislada en su forma 

planctónica, sin embargo, su susceptibilidad cambia volviéndose resistente a fluconazol 

cuando se encuentra en biofilm, siendo esta la forma de organización habitual. Es de 

vital importancia estudiar el efecto anti-biofilm de tratamientos antimicóticos, para evitar 

generar resistencia y llegar a un tratamiento eficaz para la estomatitis subprotésica. 
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2. MARCO TEÓRICO  

Las lesiones en la mucosa oral son muy prevalentes en la población y se caracterizan 

por tener una etiología variada, desde lesiones traumáticas, inflamatorias, autoinmunes, 

neoplásicas hasta lesiones de origen infeccioso bacteriano, viral o fúngico. Dentro de 

estas últimas, la candidiasis es reconocida como la causa más común y puede 

presentarse en diferentes formas y variedades clínicas, a lo largo de todo el sistema 

gastrointestinal, oral, vaginal y sobre superficies inertes como prótesis y sondas 

(Warnakulasuriya, 2019). 

 

Dentro de las candidiasis orales la estomatitis subprotésica es una de las más 

frecuentes, la cual se encuentra asociada al uso de prótesis removibles (Cueto et al., 

2013; Rivera et al., 2017). Estudios epidemiológicos reportan una prevalencia de un 15% 

a un 70%, variación que depende de la población de estudio (Gendreau & Loewy, 2011). 

Por otro lado, en Chile, los estudios epidemiológicos realizados en adultos mayores 

portadores de prótesis removibles reportan una prevalencia entre 56%- 68% (Gutiérrez 

et al., 2013; Lee Muñoz et al., 2015). 

La estomatitis subprotésica es una patología crónica que genera edema y eritema en la 

mucosa en contacto con la prótesis removible, por esta razón se asocia a pacientes 

portadores de prótesis, afectando particularmente a adultos mayores (Ercalik-Yalcinkaya 

& Özcan, 2015). En Chile según la última Encuesta Nacional de Salud (ENS) 2016-2017, 

los grupos etarios que presenta mayor prevalencia de uso de prótesis dental son en 

primer lugar el de 75 años y más, con un 40,7%, seguido del grupo de 65 a 74 años con 

un 29,6 % (MINSAL, 2019). 

          Clasificación y diagnóstico de estomatitis subprotésica 

La estomatitis subprotésica se considera una patología multifactorial. Dentro de los 

factores etiológicos asociados se encuentran el uso de prótesis removible, bajo flujo 

salival, tabaco, polifarmacia, enfermedades que comprometen el sistema inmune e 

infección micótica, principalmente de Candida. Dentro de los factores relacionados con 

el uso de prótesis dental encontramos un ajuste inadecuado de la prótesis que  genera 
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trauma e irritación en las mucosas, uso nocturno de prótesis y pobre higiene oral 

(Altarawneh et al., 2013; Figueiral et al., 2007; Gendreau & Loewy, 2011). 

Es más común en adultos mayores, y aunque esto se debe en parte importante al uso 

de prótesis removible, no es la única causa ya que además suelen existir otros factores 

etiológicos concomitantes como polifarmacia, bajo flujo salival y compromiso del sistema 

inmune. Todo esto incentiva la proliferación de hongos tipo Candida (Hilgert et al., 2016). 

Esta patología es mayoritariamente asintomática, aunque un pequeño porcentaje de 

pacientes experimenta dolor, picazón o sensación de ardor, sabor amargo y/o tendencia 

a sangrar en sitios afectados, diagnosticándose durante el examen intraoral (Gendreau 

& Loewy, 2011). 

El diagnóstico de estomatitis subprotésica es esencialmente clínico, a través de un 

examen visual del área afectada y fue clasificada por Newton en 1962 según su 

severidad y características clínicas (Figura 1)(Ayuso-Montero R, Torrent-Collado J, 

2004). En sus etapas iniciales se presenta como una placa blanquecina, la cual se 

desprende al raspado dejando una zona eritematosa bajo ella. Esta zona eritematosa 

suele ser la que se encuentra en contacto con la prótesis, asociándose principalmente a  

mucosa palatina, mas que a mucosas cubiertas por prótesis mandibulares . En estados 

más avanzados se puede encontrar una zona eritematosa más grande y/o incluso 

hiperplasia del tejido.  

Figura 1. Clasificación de Newton y características clínicas según tipo de estomatitis 
subprotésica. a) Tipo I: Mucosa con área eritematosa localizada y puntiforme; b) Tipo II: Mucosa 
lisa y eritematosa con inflamación difusa y amplia en relación con área de contacto de la prótesis; 
c) Tipo III: Lesión inflamatoria crónica, con eritema generalizado e hiperplasia  
 
(Imágenes obtenidas de Bengel & Bornstein, 2017; Velazquez et al., 2017; Caballero et al., 2002) 

(Bengel & Bornstein, 2017; Caballero et al., 2002; Velazquez et al., 2017) 
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La confirmación diagnóstica se puede realizar mediante la obtención de una muestra de 

saliva estimulada, con la que se realiza un cultivo en agar Sabouraud dextrosa. Por otro 

lado, mediante frotis citológico se pueden observar la presencia de pseudohifas o hifas 

verdaderas a microscopía de luz de tal manera de confirmar la presencia de 

C.albicans.(Millsop & Fazel, 2016).  

Existe una estrecha relación entre la presencia de la estomatitis subprotésica con el uso 

y estado de la prótesis del paciente. De hecho, entre los factores etiológicos relacionados 

con las prótesis removibles se encuentran la deficiente higiene oral, el uso nocturno de 

la prótesis, trauma por desajustes del aparato protésico y reacciones alérgicas a 

materiales dentales (Sakar et al., 2013). En este contexto, el estudio de cohorte realizado 

por Figueiral (2007) les asignó un rol traumático a todos los factores etiológicos 

relacionados con la prótesis, considerando entre ellos una oclusión inestable, uso 

nocturno y antigüedad de la prótesis. Estos los relaciona directamente con la 

proliferación de C. albicans y el desarrollo de estomatitis subprotésica, ya que entregan 

las condiciones ideales para la colonización de Candida (Figueiral et al., 2007). 

Esta colonización ocurre tanto en la superficie de la prótesis, como en la mucosa oral 

que se encuentra en contacto con la prótesis, generando rápidamente un biofilm y 

acumulación de depósitos en ambas superficies. Los materiales dentales pueden 

contribuir al desarrollo de estomatitis, ya que al ser la superficie rugosa e hidrófoba 

favorece la unión de microorganismos y el desarrollo del biofilm (Gendreau & Loewy, 

2011). De esta manera las prótesis actúan como un factor local que altera la relación 

hospedero- patógeno, mediando como reservorio y permitiendo el desarrollo de Candida 

como patógeno oportunista (Zomorodian et al., 2011). Al tomar muestras de pacientes 

portadores de prótesis removibles se encontraron levaduras del género Candida en 

pacientes con o sin signos clínicos de estomatitis, correspondiendo al 80% de los 

microorganismos recolectados (Zomorodian et al., 2011).  

 

En Chile existen dos estudios publicados en el año 2013 donde se tomaron muestras de 

Candida de pacientes portadores de prótesis removibles con distintos niveles de 

estomatitis; estos arrojaron que el recuento de Candida aumenta en pacientes con 
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estomatitis subprotésica y, a medida que aumenta la gravedad pasando de tipo 1 a tipo 

3, aumentaba la presencia de Candida tal como lo evidencia la tabla 1 y 2 (Gutiérrez et 

al., 2013; Lee et al., 2013). 

 

(Obtenida de Gutiérrez et al., 2013) 

 

(Obtenida de Lee et al., 2013) 

 

Levadura de género Candida 

Los hongos del género Candida son levaduras ovaladas de tamaño pequeño con un 

diámetro que varía ente 2µm a 5µm y que se reproducen asexualmente por gemación. 

Estas levaduras forman colonias cremosas, brillantes y blanquecinas en el medio de 

cultivo adecuado. Este género se compone de más de 350 especies diferentes, de las 

cuales una minoría de ellas se han identificado como agentes infecciosos en humanos 

(Williams et al., 2011). Sin embargo, más del 90% de las infecciones en humanos están 

relacionadas solo con cinco especies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. 

tropicalis y C. krusei (Abaci et al., 2010; López & Marín, 2001; Pappas et al., 2018). 

Tabla 2. Recuento de UFC de levaduras del género Candida, en pacientes con y sin 

estomatitis subprotésica (ESP)según severidad. 

Tabla 1.Distribución de severidad clínica de pacientes con estomatitis subprotésica (ESP) 
según la presencia y número de aislados de especie Candida. 
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Todas las especies del género Candida son capaces de sufrir cambios morfológicos de 

levaduras a pseudohifas o hifas verdaderas, proceso que se conoce como morfogénesis 

(López & Marín, 2001). Las levaduras corresponden a la forma planctónica de Candida. 

Se reconocen porque son ovaladas y se asocian a su forma comensal. Para cambiar 

morfológicamente a pseudohifas, la yema hija se alarga para posteriormente formar un 

septo y constricciones. Finalmente se forman las hifas verdaderas que tienen un tubo 

germinal más largo y estrecho, además no se ven tantas constricciones, pero si se 

evidencia la presencia de septos (Figura 2) (Abaci et al., 2010; Sudbery, 2011). 

                                                                                                                                          

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

 

 

Dentro del género Candida la especie C. albicans es la más estudiada y frecuente en 

infecciones orales, representando más del 80% en aislados clínicos. Por otro lado, 

Candida glabrata ha aumentado significativamente en la última década, siendo una 

preocupación creciente ya que se ha llegado a relacionar en un 15% en infecciones 

sistémicas (Hu et al., 2019). 

Las levaduras del género Candida están ampliamente distribuidas en la naturaleza y son 

comensales habituales del microbioma normal de los humanos, encontrándose en 

cavidad oral, piel, mucosa vulvo vaginal y sistema digestivo. Más del 60% de los aislados 

clínicos en la cavidad oral se identifican como C.albicans a diferencia de las especies no 

albicans las cuales se encuentran en un 8-10% de los aislados (Braunsdorf & 

Leibundgut-Landmann, 2018; Sadeghi et al., 2018). 

  

 

Figura 2. Cambios morfológicos de C. albicans. a) levadura, b) pseudohifas, c) hifa 

verdadera (Obtenida de Sudbery,2011) 

a) b) 

c) 
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Un estudio realizado por Gutiérrez (2013), donde se aislaron cepas de Candida de 

muestras obtenidas de mucosas y prótesis de pacientes con estomatitis subprotésica, 

se encontró en un 73% C. albicans, demostrando el predominio de esta especie en la 

patología (Figura 3) (Gutiérrez et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

La especie C. albicans suele encontrarse de forma habitual en la cavidad oral, pero su 

proliferación es más prevalente en pacientes portadores de prótesis, fumadores, 

pacientes con enfermedades crónicas asociadas, ingesta de medicamentos y bajo flujo 

salival (Lynge Pedersen et al., 2015). 

Las características morfológicas y metabólicas de C. albicans son consideradas sus 

principales factores de patogenicidad, como la adhesión a superficies, secreción de 

enzimas hidrolíticas y la formación de hifas y pseudohifas, las cuales están asociadas 

además a la capacidad de formar biofilms (Williams et al., 2011). En los últimos años se 

ha centrado el interés en la posible asociación de candidiasis oral con trastornos 

potencialmente malignos de la mucosa oral, la evidencia sugiere que podría ser un factor 

predisponente (Hu et al., 2019). 

 

 

Figura 3. Distribución de especies del género Candida aisladas tanto de prótesis como 

de paladar de pacientes con estomatitis subprotésica (Obtenida de Gutiérrez et al., 2013) 
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Características y desarrollo de biofilm de Candida albicans 
 

Los biofilms son comunidades biológicas altamente organizadas, las cuales se adhieren 

con alta afinidad a una superficie abiótica (dispositivos médicos como: catéteres, 

válvulas cardiacas, reemplazos de articulaciones, prótesis dentales) o biológica 

(mucosas, uñas, piel, etc.). Los microorganismos que se encuentran en este tipo de 

complejos biológicos suelen presentar menores tasa de crecimiento y mayor resistencia 

a tratamientos, por lo que se vinculan a infecciones persistentes, dificultando su 

erradicación (Cavalheiro & Teixeira, 2018). 

Si bien la mayoría de las especies de Candida pueden generar biofilms, presentan 

diferencias en cuanto a su morfología y características de la matriz extracelular (MEC). 

C. albicans además de ser la mayor responsable de infecciones por Candida tiene la 

capacidad de formar biofilms heterogéneos en cuanto a morfología y con una MEC de 

polisacáridos muy resistente y especializada, cuya estructura le da mayor resistencia a 

lesiones químicas y físicas, siendo muy difícil combatir en entornos clínicos (Cavalheiro 

& Teixeira, 2018; Fox & Nobile, 2013; Hall-Stoodley et al., 2004). 

La resistencia de los biofilms a antifúngicos convencionales es multifactorial, ya que no 

sólo se genera una protección física contra las defensas inmunes del huésped y 

medicamentos, sino que las células del biofilm son intrínsecamente resistentes a 

fármacos debido a su regulación positiva constituida por bombas de flujo (Gulati & 

Nobile, 2016). 

La formación de biofilms es un proceso muy bien descrito para C. albicans que se divide 

generalmente en 4 etapas (figura 4): 

I. Etapa de adhesión: Células en su forma planctónica de levadura se adhieren a 

una superficie, formando una capa basal la cual cumple la función de anclaje. 

II. Etapa de Iniciación o Proliferación: Se continúan uniendo capas celulares, las 

cuales además de proliferar cambian morfológicamente a su forma de 

pseudohifas e hifas verdaderas, las cuales forman un andamio que proporciona 

integridad estructural al biofilms. 
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III. Etapa de Maduración: Se forma una densa matriz extracelular alrededor de las 

células la cual es una barrera física protectora fundamental del biofilms. 

IV. Etapa de Dispersión: En esta etapa se propagan células en forma de levadura a 

otros sitios. Este proceso ocurre casi en conjunto con la etapa de Maduración, 

razón por la cual algunos autores los juntan en un único proceso (Cavalheiro & 

Teixeira, 2018; Gulati & Nobile, 2016; Matthew B. Lohse et al., 2018; Nobile & 

Johnson, 2015). 

 

Figura 4. Formación de biofilms de Candida albicans. La formación de biofilms de C. albicans 

se ha dividido en cuatro etapas: adherencia, iniciación. maduración y dispersión (Adapatada de 

Lohse et al., 2018) 

Mecanismo de resistencia de biofilms 

Como se mencionó anteriormente, uno de los principales problemas para el tratamiento 

de infecciones asociadas a la formación de biofilms es su alta resistencia a los 
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antifúngicos clásicos. Este fenómeno se debe principalmente a cuatro mecanismos 

(figura 5): 

1. Aumento de expresión de bombas de eflujo: transportadores encargados de 

remover diversas moléculas desde el medio interno de la célula, entre ellos 

antifúngicos. C. albicans tiene principalmente 2 tipos de bombas de eflujo, las 

facilitadoras principales y las de casete con unión de ATP (ABC o ATP Binding 

Casette). En presencia de antifúngicos convencionales se ha evidenciado la 

regulación positiva de los genes que codifican las bombas de eflujo (Cdr1, Cdr2 

o Mdr), o en reguladores transcripcionales que controlan su expresión. Por esto 

se cree que esta mayor expresión génica genera una sobreexpresión de bombas 

de eflujo (M.B. Lohse et al., 2018). 

La sobreexpresión de las bombas de eflujo son la causa más frecuente de 

resistencia a antifúngicos, se ha propuesto que esta sobreexpresión se debe al 

llamado “quorum sensing” y a una respuesta adaptativa a señales de estrés  

(Pozo & Del Cantón, 2016). 

El mecanismo conocido como quorum sensing es la vía de comunicación 

polimicrobiana, basada en pequeñas moléculas excretadas las cuales 

desencadenan una respuesta celular adaptativa. Esta comunicación le permite 

censar y reconocer cambios ante los cuales necesite adaptarse, por ejemplo, la 

presencia de fármaco (Deveau & Hogan, 2011; Díaz Caballero et al., 2011; 

Pereira-Cenci et al., 2008). 

 

2. Matriz extracelular: Contribuye a las características estructurales del biofilm y 

actúa como barrera física. Se ha demostrado que el 1,3- β- glucano, uno de los 

componentes mayoritarios de la matriz extracelular, tiene la capacidad de unirse 

y secuestrar a diferentes antifúngicos evitando que estos lleguen a las células de 

la biopelícula. Se ha visto que, además de contribuir a la solidez estructural del 

biofilm, la presencia de ADN complementario (ADNc) y polisacáridos podría 

aumentar la resistencia a antifúngicos (Matthew B. Lohse et al., 2018; Nett et al., 

2010). 
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3. Células persistentes: Durante el crecimiento planctónico persisten células que se 

desarrollan estocásticamente por un mecanismo desconocido que se caracterizan 

por tener una actividad metabólica disminuida, lo que les otorga resistencia a los 

fármacos que actúan sobre procesos que requieren una alta actividad metabólica 

(ej: síntesis de membrana, etc.). Estas células pueden volver a convertirse en 

células metabólicamente activa y contribuir a la reformación de la biopelícula o 

recolonización de otra superficie (Lewis, 2010; Lohse et al., 2018).  

 

4. Mayor densidad celular, aumento de la respuesta al estrés y disminución de la 

tasa metabólica:  El biofilm maduro de C. albicans presenta varias capas con 

células de C. albicans morfológicamente distintas (levadura, hifas y pseudohifas). 

Esta heterogeneidad genera distintos microambientes, como nichos hipóxicos en 

las zonas más internas y nichos aeróbicos en la superficie, lo que produce 

aumento en la resistencia a antifúngicos. Además, disminuye la tasa metabólica 

lo que disminuye los blancos farmacológicos de los antifúngicos convencionales 

(Lohse et al., 2018). 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

Los biofilms se forman fácilmente en las superficies de prótesis, donde su uso modifica 

el microambiente en la cavidad oral, dificultando la llegada de anticuerpos provenientes 

de la saliva, determinando la aparición de un medio ácido y anaerobio, favoreciendo la 

Figura 5. Mecanismos de resistencia en biofilms de C. albicans (Adaptado de Lohse y 
cols., 2018) 

Matriz extracelular 
(barrera física) 

Células persistentes 

Aumento de expresión de 
bombas de eflujo 

Incremento de la densidad 
celular, aumento de la respuesta 
al estrés y disminución de la 
tasa metabólica 
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proliferación y adhesión de Candida (Brevis azocar et al., 2008). Al respecto, un estudio 

realizado por Garaicoa y colaboradores (2018), sugiere que los adhesivos para prótesis 

dentales pueden inactivar la actividad de la respuesta inmune innata en la cavidad oral, 

incentivando el crecimiento de C. albicans y con esto la aparición de estomatitis 

subprotésica. Por lo que agregar antimicóticos a los adhesivos para prótesis podría 

ayudar en el tratamiento inhibiendo el crecimiento de C. albicans (Garaicoa et al., 2018). 

 

Si bien la estomatitis subprotésica es multifactorial, hay varios factores etiológicos 

relacionados con el uso de prótesis, como lo son el desajuste y consecuente trauma de 

mucosas en contacto con la prótesis, porosidad de materiales de confección de prótesis, 

generando un ambiente propicio para la formación de un biofilm (Figura 6) de C.albicans 

(Gendreau & Loewy, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las prótesis dentales generalmente están fabricadas con polimetacrilato, material que 

retiene placa bacteriana debido a su porosidad y aspereza, características superficiales 

que pueden contribuir a la adherencia y proliferación de microorganismos. Variados 

estudios han demostrado la colonización de C.albicans sobre superficies protésicas y el 

Figura 6.Representación microscópica de la adhesión de células de Candida albicans 
en la superficie de prótesis (Obtenida de Gendreau & Loewy, 2011) 

Biofilm en superficie de prótesis: sección transversal 

Superficie de prótesis Película basal 

Bacterias Gram positivas 

Bacterias Gram Negativa 

Célula levadura 

Matriz de glicoproteína 
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cambio morfológico de levaduras a hifas sugiriendo la formación de biofilm sobre la base 

protésica (Bizarro & Goes, 2006; Velazco et al., 2009). Entre estos se encuentra el 

estudio de Avon publicado el 2007, que demostró la presencia de biofilms de C. albicans 

sobre prótesis dentales, en ausencia y presencia de estomatitis a los pocos días de uso 

(Figura 7) (Avon et al., 2007). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tratamiento de estomatitis subprotésica 

En cuanto al tratamiento para estomatitis subprotésica, actualmente existen diferentes 

opciones. Su elección depende del tipo de estomatitis que presenta el paciente según la 

clasificación de Newton por severidad, además de la presencia de desajustes de la 

prótesis. Se han empleado diversos métodos para el tratamiento de estomatitis, esto 

incluyen elementos mecánicos utilizados directamente en la prótesis y antimicóticos de 

uso tópico o sistémico en casos más severos (Hilgert et al., 2016; Williams et al., 2011). 

 

Las pautas de tratamiento en la etapa inicial de la patología vigilan y tratan el desajuste 

de la prótesis realizando en primera instancia rebasados protésicos y uso de 

acondicionadores de tejidos. A medida que aumenta la severidad de la patología se 

a
 

b
 

Figura 7. Imágenes de microscopio electrónico de barrido de biopelículas de prótesis 
dentales. a) Biopelícula presente en la prótesis de un paciente sano a los 2 días de uso. b) 
Imagen con aumento mayor de prótesis de paciente con estomatitis subprotésica a los 2 días de 
uso. (Obtenida de Avon et al., 2007) 
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aplican otras estrategias como la utilización de antifúngicos tópicos en conjunto con 

acondicionadores de tejido o en gel (ver tabla 3). En etapas severas y pacientes 

refractarios a estrategias de control iniciales, se utilizan antifúngicos sistémicos, ya que 

puede haber una diseminación de Candida a otros sitios, pudiendo generar una infección 

micótica más difícil de manejar (Caballero et al., 2002; Hilgert et al., 2016; Skupien et al., 

2013). 

La educación de pacientes portadores de prótesis es un factor muy importante para el 

éxito del tratamiento, siendo la instrucción de higiene clave para evitar la aparición de 

candidiasis oral (MINSAL, 2010; Otero E et al., 2015). Estudios con pacientes 

susceptibles al desarrollo de estomatitis subprotésica, demostraron una disminución 

significativa en la incidencia de estomatitis cuando se realizaba instrucción de higiene 

oral, sin embargo, no hubo diferencia significativa entre el uso de enjuagues 

antimicrobianos, demostrando la importancia de que el paciente maneje una buena 

técnica de higiene oral. Por otro lado, en casos avanzados de estomatitis subprotésica 

se debe complementar con el uso de antifúngicos para así evitar recidiva, siendo un 

tratamiento más efectivo en estos casos  (Lam et al., 2012). 

Además de la educación al paciente, es importante corroborar el estado de la prótesis 

parcial removible que cumpla con las condiciones de soporte, estabilidad y retención. En 

casos de que estas se vean alteradas, se puede recurrir al uso de rebasados duros o 

blandos, también llamados acondicionadores de tejidos (Rodríguez et al., 2002).  

En pacientes inmunocomprometidos o con patologías sistémicas de base es de suma 

importancia manejar los factores asociados a un mayor riesgo de estomatitis, ya que 

Candida es la cuarta causa principal de infecciones del torrente sanguíneo en pacientes 

hospitalizados. Además, los aislados obtenidos de estos pacientes suelen relacionarse 

a cepas resistentes a antifúngicos comúnmente utilizados como Fluconazol. En cuanto 

al uso de sustitutos salivales en pacientes con xerostomía hay controversia ya que se 

sugiere que pueden reducir la prevalencia de Candida, sin embargo, diferentes estudios 

demuestran que no son eficaces, por el contrario dependiendo de su composición 

pueden aumentar el riesgo de candidiasis  (Lam et al., 2012; Millsop & Fazel, 2016). 
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Tabla 3.Pautas de tratamiento de estomatitis subprotésica 
 (Adaptada de Hilgert et al., 2016; MINSAL 2010 y García- Cuesta y cols., 2014; Millsop 

& Fazel, 2016) 

 

En cuanto al uso de acondicionadores de tejidos (ADT), estos corresponden a materiales 

de rebasado de corta duración a base de polimetacrilato, los cuales forman un gel que 

se comporta como material viscoelástico, funcionando como una almohadilla dando 

alivio a tejido irritado o lesionado. Los ADT suelen ser el mecanismo de tratamiento más 

utilizado para estomatitis subprotésica (Bonilla R. et al., 2012; Hong et al., 2010). El 

principal inconveniente de este material es su poca estabilidad en el medio oral, ya que 

presenta cambios en sus propiedades mecánicas, física y biológicas. Estos cambios 

causan un aumento en la dureza y porosidad del material, creando irregularidades en su 

Inmersión de prótesis en 

agentes desinfectantes 

Antifúngicos tópicos Antifúngicos 

sistémicos 

Hipoclorito 5% Nistatina pomada o enjuagues 3 

veces al día durante 14 días 

Fluconazol 50-

200mg/día durante 

7-14 días 

Clorhexidina 0,12% - 0,2% Ketoconazol al 2%, 3 veces al 

día durante 14- 28 días 

Ketoconazol 

200mg/día durante 

14 días  

Bicarbonato sódico al 20% Anfotericina B crema 3-4 veces 

al día durante 14 días máx 

(no disponible en chile para uso 

tópico) 

Itraconazol 100-

200mg/día durante 

14 días 

Irradiación por microondas Miconazol gel o crema al 2% (3 

veces al día durante 14 días) 
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superficie ocasionando irritación en mucosa de soporte además de un ambiente ideal 

para la colonización de C.albicans (Pereira-Cenci et al., 2008). 

Diversos estudios indican que los ADT favorecen la colonización de Candida spp. sobre 

y dentro del material, ya que a medida que pasan los días se van tornando duros y 

ásperos, observándose grietas, depresiones e irregularidades. Es por esto que se deben 

sustituir entre sesiones clínicas de no más de una semana  (Bonilla R. et al., 2012; Kang 

et al., 2013; Pereira-Cenci et al., 2008).  

En relación al uso de antifúngicos no hay evidencia de que una terapia sea mejor que 

otra. Pero por otro lado, el fluconazol es el fármaco que se prescribe con mayor 

frecuencia (46,3%) en cepas resistentes a otros tratamientos (Won et al., 2015). 

Sin embargo, el estudio realizado por Figueiral el año 2015 evaluó el efecto del 

tratamiento estándar con fluconazol por 15 días en el desarrollo clínico de pacientes con 

estomatitis subprotésica. Si bien el tratamiento con fluconazol redujo significativamente 

la colonización de C. albicans y mejoró su severidad, estos efectos se observaron solo 

inmediatamente después del tratamiento. Luego de un seguimiento de 6 meses la 

colonización de C. albicans y la gravedad de la estomatitis fueron similares a los 

observados antes del tratamiento. Más aún, luego de los 6 meses, aumentó la presencia 

de aislados clínicos resistentes a fluconazol. Esto revela que es eficiente el tratamiento 

a corto plazo, pero no evita recidiva de la patología (Figueiral et al., 2015) 

Si bien existe una amplia variedad de tratamiento para la estomatitis subprotésica, al 

revisar la literatura se observa que la elección depende del tipo de estomatitis, 

características del paciente y práctica clínica del odontólogo. Aunque la nistatina y 

miconazol son ampliamente utilizados vía tópica, el fluconazol sigue siendo el fármaco 

de elección como tratamiento sistémico en pacientes con diseminación de la infección o 

cepas altamente resistentes a otros tratamientos. Como se mencionó anteriormente, la 

respuesta clínica en general es muy buena con los tratamientos farmacológicos clásicos 

y la mayoría de las cepas aisladas son susceptibles a los antifúngicos convencionales 

como fluconazol. En este contexto entonces, es válido preguntarse ¿cómo se puede 

explicar que la respuesta al tratamiento sea insuficiente y que además los pacientes 
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sufran de recidiva a pesar de un tratamiento antifúngico? Esto puede deberse en parte 

a que la gran mayoría de los estudios que evalúan la susceptibilidad de C. albicans 

obtenidos de pacientes con estomatitis protésica y también otros tipos de candidiasis 

oral, realizan ensayos sobre las levaduras aisladas en su estado planctónicos. Debido a 

que la colonización de mucosas orales y prótesis removibles implica la adhesión y 

formación de biofilms, en este trabajo evaluamos la susceptibilidad a fluconazol en una 

serie de aislados clínicos obtenidos de pacientes con estomatitis protésica tanto en su 

forma planctónica como en biofilms. 
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3. HIPÓTESIS  
 

Las cepas de levadura de Candida albicans aisladas de pacientes con estomatitis 

subprotésica de la Clínica Odontológica de la Universidad de Chile, son más resistentes 

a fluconazol en su forma de biofilms en comparación con su forma planctónica. 

 

4. OBJETIVOS 
 

I. Objetivo General 
 

Comparar la susceptibilidad a fluconazol en distintas cepas clínicas de pacientes 

con estomatitis protésica de la Clínica Odontológica de la Universidad de Chile 

de Candida albicans en su forma planctónica y en biofilms. 

 

II. Objetivos específicos 

 

1. Determinar la CIM de cepas clínicas de levaduras Candida albicans en su 

forma planctónica. 

2. Determinar la IC50 de cepas clínicas de levadura Candida albicans en 

biofilms. 

3. Caracterizar la susceptibilidad a fluconazol de las cepas clínicas de 

levaduras del género Candida albicans en su forma planctónica y en biofilms, 

clasificando las cepas en sensibles y resistentes. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Tipo de estudio 

El estudio fue de tipo experimental in vitro, y se encuentra adscrito al proyecto PRI-ODO 

2020/001. 

Cepas clínicas de Candida albicans 
 

Las cepas fueron donadas gentilmente por la Dra. Ximena Lee (Instituto de Investigación 

en Ciencias Odontológicas, Facultad de Odontología, Universidad de Chile) y la 

Profesora Leyla Gómez (Departamento de Patología y Medicina Oral, Facultad de 

Odontología, Universidad de Chile) (Lee Muñoz et al., 2015). Estos aislados 

corresponden a 18 cepas que fueron obtenidas de pacientes con estomatitis protésica. 

El código de las cepas clínicas y tipo de estomatitis de la cual se obtuvieron se presenta 

en la tabla 4. 

 

Tabla 4. Cepas de Candida albicans 

Tipos de estomatitis subprotésica diagnosticada en pacientes de cepas clínicas 

utilizadas. Tipo I: 7 cepas, tipo II: 8 cepas, tipo III: 3 cepas. 

 
 

Pre- inóculo para ensayos de susceptibilidad 

Para la realización de los ensayos de susceptibilidad del objetivo 1 y 2, primero se 

cultivaron cepas de C. albicans ya identificadas en placas de agar Sabouraud dextrosa 

a 35 ± 2°C durante 24 horas para así obtener colonias aisladas de C. albicans viables y 

Cepa Tipo de estomatitis  Cepa Tipo de estomatitis 

3P Tipo I  31R Tipo III 
3R Tipo I  32P Tipo II 
7R Tipo I  33R Tipo II 
17P Tipo I  35R Tipo I 
18R Tipo I  39P Tipo II 
22R Tipo II  39R Tipo II 
24R Tipo III  42P Tipo I 
29P Tipo II  50R Tipo II 
31P Tipo III  58R Tipo II 
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puras (1-2 mm). El preinóculo se preparó resuspendiendo una de estas colonias de C. 

albicans en RPMI 1640 y se incubó a 28°C durante 24 horas para obtener células 

planctónicas en su estado levaduriforme. Al cabo de este periodo, las unidades 

formadoras de colonias (UFC) fueron contabilizadas y ajustadas a 1x105 UFC/ml 

mediante conteo en cámara de Neubauer. Este preinóculo se utilizó en ambos ensayos 

de susceptibilidad para cada cepa estudiada. 

 

Fluconazol 

El fármaco utilizado en ambos ensayos de microdilución fue fluconazol (Sigma). Este se 

preparó mediante su dilución en DMSO y RPMI 1640 ajustando la concentración inicial 

de la solución stock a 128 mg/L. Después se realizaron diluciones seriadas en 

concentraciones decrecientes desde 64 mg/L hasta 0,125 mg/L en DMSO y RPMI 1640 

a partir de la solución stock inicial, según lo indicado en el método de ensayos de 

microdilución para la determinación de CIM de agentes antifúngicos, realizado por el 

Comité Europeo de Testeo de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST) (Tabla 

5) (EUCAST, 2020; Rodriguez-Tudela, 2008).  

Tabla 5. Rangos de concentraciones de trabajo para diferentes agentes 
antifúngicos 

 

 

                                                 (Adaptado de EUCAST, 2020) 

 

En cada placa de 96 pocillos de fondo plano estéril, se sembraron 100µL de inóculo 

previamente ajustado a 1x105 UFC/ml de las cepas en triplicado para cada condición 

experimental. En la primera columna, al igual que en todos los pocillos del borde externo, 

Candida albicans 

Agente antifúngico Rango de concentraciones (mg/L) 

Anfotericina B 0,0312-16 

Fluconazol 0,125-64 

Itraconazol 0,0156-8 

Caspofungina 0,0312-16 
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se adicionaron 200µL de RPMI como blanco. En la segunda columna, como control 

negativo, se incubaron células con medio RPMI estéril sin tratamiento (100µL de RPMI 

+ 100µL de inóculo). Luego desde la tercera columna hasta la penúltima se adicionaron 

100µL de cada cepa + 100µL de fluconazol en concentraciones decrecientes (Figura 8). 

Este esquema de siembra se utilizó para los ensayos de ambos objetivos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
  

Figura 8. Esquema de siembra de placa de 96 pocillos en ensayos de 

microdilución Donde blanco: 200µL de RPMI, control: 100µL de RPMI + 100µL de 

inóculo 

 



 

23 

 

Objetivo específico 1. Determinación de CIM en células planctónicas de Candida 

albicans 

 

Mediante ensayos de microdilución, según lo expuesto anteriormente, se obtuvo la curva 

concentración respuesta para fluconazol. Esta curva nos entregó la concentración 

inhibitoria mínima (CIM) para cada cepa clínica estudiada. Para realizar este ensayo se 

adicionaron 100µl de una suspensión estandarizada (1x105 UFC/mL) en RPMI- 1640 a 

cada uno de los pocillos en placas de microdilución de 96 pocillos. Posteriormente se 

añadieron 100µl de distintas diluciones de fluconazol en RPMI para obtener las 

concentraciones finales descritas para cada condición (Figura 8). Las placas se 

incubaron sin agitación a 36±1 °C en aire ambiente durante 24 h. Luego de este periodo, 

se determinó mediante ensayo de reducción de 2,3-bis-(2-methoxi-4-nitro-5- sulfofenil)-

5-(fenilamin-carbonil-2H-tetrazol hidróxido) (XTT) la viabilidad celular. En breve, se 

descartó el sobrenadante y se agregaron a cada pocillo 100µl de solución 

XTT/menadiona. Luego se cubrió la placa con papel de aluminio y se incubó en 

oscuridad durante 2 h a 37°C. Finalmente se determinó la absorbancia en un lector de 

microplacas Infinite F50 (Tecan®) a 450 nm. 

 

Objetivo específico 2. Determinación de IC50 en biofilms de Candida albicans 

De acuerdo a nuestras condiciones experimentales definimos para los biofilms como la 

concentración capaz de inhibir en un 50% la viabilidad celular de cada cepa (IC50) 

(EUCAST, 2020; Rodriguez-Tudela, 2008). 

Para determinar el IC50 en biofilms de C. albicans se cultivaron 100 µl de una suspensión 

estandarizada 1x105 UFC/mL en cada pocillo en placas estériles de 96 pocillos de fondo 

plano, con 100µl de RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% de tal 

manera de favorecer la filamentación y adhesión a las placas. Posteriormente se incubó 

a 37°C sin agitación durante 24 h. Transcurrido este tiempo se descartó el sobrenadante 

y se lavaron los biofilms formados tres veces con PBS estéril, para remover células 

planctónicas no adheridas. Luego se añadieron 100 µl de las distintas diluciones de 

fluconazol en RPMI a lo largo de la ordenada para obtener las concentraciones finales 

previamente descritas (Tabla 5). Estas placas se incubaron sin agitación a 37°C en aire 
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ambiente durante 24 h.  

Al cabo de este periodo de incubación se determinó la viabilidad de las células adheridas 

a través del método de reducción de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). 

Para esto primero se sacó el sobrenadante de todos los pocillos de la placa de 96 

pocillos, después se agregaron 100µl de solución MTT a cada pocillo. Estas placas se 

incubaron durante 2 h a 36±1°C sin agitación. Transcurrido este tiempo se retiró el MTT 

de todos los pocillos, para agregar 40µl de DMSO en cada pocillo e incubar con agitación 

durante 15 min a 36±1°C. Finalmente, se midió la absorbancia en un lector de 

microplacas Infinite F50 (Tecan®) a 570 nm. 

Objetivo específico 3. Caracterizar la susceptibilidad a fluconazol de las cepas 

clínicas de levaduras del género Candida albicans en su forma planctónica y en 

biofilms, clasificando las cepas en sensibles y resistentes. 

Teniendo las curvas de CIM de Fluconazol, se utilizó este parámetro farmacodinámico 

como referencia para poder clasificar cada cepa estudiada en susceptible o resistente 

tanto en células planctónicas como en biofilms. Bajo las condiciones experimentales, el 

valor de la CIM corresponde a la concentración que inhibe el 50% del crecimiento de 

especies del género C. albicans (IC50). Este parámetro permitió clasificar cada cepa en 

susceptible o resistente al fluconazol según los valores informados por EUCAST para 

métodos de microdilución (Tabla 6) (EUCAST, 2020; Rodriguez-Tudela, 2008). 

 

Los puntos de corte de EUCAST se utilizan para clasificar los resultados en tres 

categorías de susceptibilidad: 

• Susceptible (S): alta probabilidad de éxito terapéutico con un régimen de 

dosificación del agente en dosis estándar. 

• Intermedia (I): alta probabilidad de éxito terapéutico porque la exposición al 

agente antifúngico aumenta por un incremento de la dosis estándar. 

• Resistente (R): alta probabilidad de fracaso terapéutico incluso cuando hay una 

mayor exposición. (EUCAST, 2020; Rodriguez-Tudela, 2008) 
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Para simplificar las tablas, no se incluye la categoría I, se interpreta como los valores 

entre los puntos de corte S y R 

 

Tabla 6. Clasificación de susceptibilidad para Candida albicans. Puntos de corte 

clínico para agentes antifúngicos determinados durante el período 2007-2019, versión 

10.0. 

 

 

 

 

 

 

NE: No establecido aún por su gran variación en los rangos de MIC 

(Adaptado de EUCAST, 2020) 

Análisis de datos  

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces por triplicado. 

Los valores de absorbancia fueron procesados en Excel obteniendo el porcentaje de 

crecimiento de las diferentes cepas estudiadas a distintas concentraciones de 

Fluconazol. Estos datos procesados fueron finamente analizados y graficados utilizando 

el software GraphPad Prism v6.0®. 

 

 

 

 

 

 

  

 

Puntos de corte MIC (mg/L) 

Candida albicans 

Susceptible (S) ≤ Resistente (R) > 

Anfotericina B  1 1 

Caspofungina NE NE 

Fluconazol  2 4 

Itraconazol 0,06 0,06 
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6. RESULTADOS 

Objetivo específico 1. Determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) de las 

cepas clínicas de Cándida albicans a Fluconazol en células planctónicas. 

Primero se determinó la susceptibilidad en la especie de referencia del género Candida 

ATCC 90029, la cual ha sido informada como C. albicans sensible a fluconazol, mediante el 

método de microdilución para testeo in vitro de antifúngicos informado por EUCAST. El 

mismo utilizado y descrito en métodos para el objetivo específico 1.  

La curva dosis respuesta de la cepa ATCC 90029 (figura 9) parte sobre el 100% de 

crecimiento para caer drásticamente después de lograr un 50% de inhibición y llegar a un 

0% de crecimiento celular. Este comportamiento es compatible con cepas susceptibles al 

fármaco estudiado, lo cual concuerda con la clasificación de esta cepa. 

Esto nos permitió estandarizar la técnica, para determinar la susceptibilidad a fluconazol de 

cepas clínicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Determinación de susceptibilidad del fluconazol contra cepa control 

ATCC90029 Curva dosis respuesta de especie de referencia del género Candida ATCC 

90029 (C. albicans sensible a Fluconazol). La figura corresponde a las curvas promedio 

de al menos 3 experimentos independientes + SD.  
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Luego se determinó la CIM de 18 cepas clínicas de C. albicans a fluconazol, mediante 

el método de microdilución para células planctónicas, de acuerdo con lo descrito en 

métodos (figura 10). Bajo las condiciones experimentales, el valor de la CIM corresponde 

a la concentración que inhibe el 50% del crecimiento de especies del género Candida 

(IC50). Se puede observar que para cada cepa se obtuvo un comportamiento 

concentración-respuesta. Esto nos permitió realizar un análisis de regresión no lineal 

para obtener la curva sigmoidal que nos permite determinar el IC50. Los IC50 obtenidos 

para cada cepa se detallan en la tabla 7.  
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Figura 10. Determinación de viabilidad celular midiendo CIM de fluconazol para cepas 

clínicas de Candida albicans en su forma planctónica. Curva dosis- respuesta de 18 cepas 

clínicas (3P, 3R, 7R, 17P, 18R, 22R, 24R, 29P, 310, 31R, 32P, 33R, 35R, 39R, 42P, 50R, 58R) 

de C. albicans. La figura corresponde a las curvas promedio de al menos 3 experimentos 

independientes ± DE. 

Al comparar las curvas dosis- respuesta de las cepas clínicas estudiadas, con la curva de la 

cepa control ATCC 90029 encontramos similitudes con algunas de ellas, llegando a 0% de 

viabilidad celular a concentraciones bajas de Fluconazol, comportándose como cepas 

susceptibles.  

De las 18 cepas, 13 presentaron un gran porcentaje de inhibición a bajas concentraciones de 

fluconazol, acercándose a un 100% de inhibición de crecimiento, generando el efecto deseado 

en cepas clínicas de C. albicans en su forma planctónica.  

Por otro lado, las cepas 22R, 29P, 33 R, 50 R y 58R tuvieron un comportamiento distinto, ya 

que se observó un porcentaje de inhibición cercano al 50% teniendo curvas dosis- respuestas 

similares a cepas resistentes a fluconazol.  Sin embargo, de estas 5 cepas sólo la 50R y 58 R 

arrojaron valores de IC50 altos, mayores a 2 mg/L.  

Al evaluar el comportamiento de los IC50 de las cepas clínicas estudiadas para fluconazol en 

células planctónicas (tabla 7), podemos ver que presentaron un rango amplio entre 0,023 mg/L 

y 5,24 mg/L. Sin embargo, al observar su distribución, el 89 % arrojo un IC50 menor a 1 mg/L. 
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Sólo 2 cepas tuvieron IC50 mayores, la cepa 58R, presentó un IC50 mayor a 2 mg/L y la cepa 

50R la que obtuvo un IC50 mayor a 5 mg/L. Este comportamiento marca una tendencia a 

necesitar menores concentraciones de fluconazol para su efectividad en las cepas clínicas de 

C. albicans cuando se encuentran en su forma planctónica. 

Tabla 7. Valores de IC50 de fluconazol en diferentes cepas clínicas de Candida albicans 
en su forma planctónica  

Fluconazol  Fluconazol 

3P 0,114 ± 0,008  31R 0,035 ± 0,002 
3R 0,105 ± 0,012  32P 0,041 ± 0,001 
7R 0,058 ± 0,005  33R 0,049 ± 0,004 
17P 0,047 ± 0,004  35R 0,344 ± 0,020 
18R 0,124 ± 0,080  39P 0,101 ± 0,010 
22R 0,113 ± 0,050  39R 0,048 ± 0,006 
24R 0,163 ± 0,010  42P 0,097 ±0,003 
29P 0,053 ± 0,008  50R 5,24 ± 0,590 
31P 0,023 ± 0,012  58R 2,317 ± 0,620 

Los resultados corresponden al IC50 están expresados en mg/L ± DE, de al menos 3 

experimentos independientes para cada cepa.  
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Objetivo específico 2. Determinación del IC50 de cepas clínicas de levadura Candida 

albicans en biofilms 

De las 18 cepas estudiadas en células planctónicas se evaluaron 10 cepas en biofilms de C. 

albicans también mediante el método de microdilución. En estas cepas se evaluó el mismo 

rango de concentraciones de fluconazol evaluado en células planctónicas. 

Al realizar los ensayos de susceptibilidad se determinó el IC50 de estas cepas en biofilms de 

C. albicans. Seis de ellas presentaron IC50 altos, con valores mayores a 6 mg/L (Figura 11). 

Sin embargo, en ninguna cepa se logró un 100% de inhibición, llegando sólo a un 50 % de 

inhibición a la concentración más alta ensayada. 
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Figura 11. Determinación de viabilidad celular midiendo CIM de fluconazol en biofilm de 

cepas clínicas de Candida albicans. Curvas dosis- respuesta de 6 cepas clínicas (17P, 18R, 

31P, 39P, 42P, 50R) en biofilms de C. albicans. La figura corresponde a las curvas promedio 

de al menos 3 experimentos independientes ± DE. 

En las 6 cepas graficadas en la figura 11 se pudo calcular un valor de IC50. De estas, 5 

presentaron el mismo comportamiento: parten sobre el 100% de crecimiento y llegan sólo a un 

50% de inhibición. En cambio, la cepa 18R se diferencia de las otras 5 porque se logró inhibir 

muy poco, sólo un 20 %, manteniéndose muy por sobre el crecimiento celular al compararlo 

con el control. Todas estas características concuerdan con cepas resistentes a fluconazol ya 

que no es efectiva la concentración evaluada, la cual ha sido aceptada para determinar la 

susceptibilidad de C. albicans a fluconazol por la EUCAST, siendo inviable utilizar 

concentraciones tan altas. 

 

Por otro lado, en las otras 4 cepas graficadas en la figura 12 no se pudo determinar un valor 

de IC50, pero de igual forma se logra evidenciar un comportamiento distinto a las cepas de la 

figura 11. Estas 4 cepas tuvieron en común que la viabilidad celular no disminuyó e incluso en 

algunas se generó el efecto contrario, aumentando el porcentaje de crecimiento celular a altas 

concentraciones de fluconazol. Sin embargo, al observar las curvas dosis respuesta graficadas 

en la figura 12 encontramos 2 comportamientos distintos:  
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Las cepas 22R y 3R, partieron con un 100 % de crecimiento y al aumentar las concentraciones 

de fluconazol lograron sobrepasar el 100% de crecimiento celular, manteniéndose alrededor 

de un 130% de crecimiento, al compararlo con el control. 
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Figura 12. Curvas dosis- respuesta de fluconazol en biofilm de cepas clínicas de 

Candida albicans. Cepas ensayadas: 3R, 22R, 31R, 35R en biofilms de C. albicans. La figura 

corresponde a las curvas promedio de al menos 3 experimentos independientes ± DE. 

Por otro lado, las cepas 31R y 35 R partieron sobre el 150% de crecimiento celular a bajas 

concentraciones de fluconazol, sin embargo, a medida que se aumentó la concentración de 

fluconazol bajo la viabilidad celular acercándose a un 100%, sin lograr acercarse al 50% de 

inhibición celular. Este cambio de comportamiento generando un aumento de la viabilidad 

celular sólo se evidenció en biofilms de C.albicans.  
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Tabla 8. IC50 de Fluconazol en diferentes cepas clínicas de Candida albicans en 
biofilms 

Fluconazol 

Cepa IC50 

3R * > 64 mg/L 
17P 43,67 ± 4,08 
18R 7,831 ± 2,92 
22R * > 64 mg/L 
31R * > 64 mg/L 
31P 6,484 ± 0,91 
35R * > 64 mg/L 
39P 6,582 ± 2,37 
.42P 74,47± 19,18 
50R 268,1 ± 24 

Los resultados corresponden al IC50 están expresados en mg/L ± DE, de al menos 3 

experimentos independientes para cada cepa. * > 64 mg/L: no se pudo determinar IC50 en las 

concentraciones probadas por esto se sugiere que es mayor a la concentración más alta 

estudiada.  

Los valores de IC50 obtenidos que se encuentran detallados en la tabla 10, tienen un amplio 

rango de concentraciones de 6,484 mg/L a 268,1 mg/L y en este caso el 100 % de los IC50 

calculados se encuentra sobre 6 mg/L marcando una tendencia a necesitar mayores 

concentraciones de fluconazol.  

Al relacionar el comportamiento dosis respuesta con los valores de IC50 podemos observar que 

en forma de biofilm a las concentraciones estudiadas, el fluconazol no es eficaz, siendo estas 

las concentraciones aceptadas por comité internacionales como EUCAST, por lo cual sería 

inviable utilizar estas concentraciones para tratar estas cepas cuando se encuentran en biofilm.  
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Objetivo específico 3. Caracterización de la susceptibilidad a fluconazol en cepas clínicas 

de levaduras del género Candida albicans en su forma planctónica y en biofilms, 

clasificando las cepas en sensibles y resistentes. 

Luego de obtener los valores de IC50 de fluconazol en cepas clínicas de C. albicans se 

caracterizó su susceptibilidad clasificándolas en susceptibles (S) o resistentes (R), tanto en su 

forma planctónica (Tabla 9) como en biofilms (Tabla 10), según los valores de corte informados 

por EUCAST para fluconazol en C. albicans. 

Tabla 9. Clasificación de susceptibilidad a fluconazol en cepas clínicas de Candida 

albicans en su forma planctónica 

Fluconazol  Fluconazol 

Cepa IC50 Susceptibilidad  Cepa IC50 Susceptibilidad 

3P 0,114  S  31R 0,035  S 
3R 0,105  S  32P 0,041  S 
7R 0,058  S  33R 0,049  S* 
17P 0,047  S  35R 0,344  S 
18R 0,124  S  39P 0,101  S 
22R 0,113  S*  39R 0,048  S 
24R 0,163  S  42P 0,097  S 
29P 0,053  S*  50R 5,24  R 
31P 0,023  S  58R 2,317  I 

Los resultados corresponden al IC50 están expresados en mg/L. S: susceptible, I: intermedia, 

R: resistente, S*: susceptibles según IC50, sin embargo, al observar las curvas dosis respuesta 

presentan un comportamiento similar a cepas resistentes. 

De las 18 cepas estudiadas en forma planctónica, 16 se clasificaron como susceptibles a 

fluconazol y dos como no susceptibles. En cuanto a la distribución el 89 % de las cepas tuvieron 

valores de IC50 menores a 1mg/L. Por otro lado, la cepa 58R tuvo un IC50 mayor a 2 mg/L y la 

cepa 50R presentó un IC50 mayor a 5 mg/L. 

Sin embargo, las cepas 22 R, 29R y 33R se caracterizaron como susceptibles según sus 

valores de IC50, pero como se observó en las curvas dosis respuesta, estas cepas presentaron 

un comportamiento similar al de cepas resistentes a fluconazol, ya que a pesar de que el 

análisis arroja un valor de IC50, el fluconazol no es capaz de inhibir más allá del 50% del 
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crecimiento aún a la concentración más alta ensayada.  

Tabla 10. Clasificación de susceptibilidad a fluconazol en cepas clínicas de Candida 

albicans en biofilms 

Fluconazol 

Cepa IC50 Susceptibilidad 

3R . * > 64 mg/L R 
17P 43,67 ± 4,08 R 
18R 7,831 ± 2,92 R 
22R . * > 64 mg/L R 
31R . * > 64 mg/L R 
31P 6,484 ± 0,91 R 
35R . * > 64 mg/L R 
39P 6,582 ± 2,37 R 
.42P 74,47± 19,18 R 
50R 268,1 ± 24 R 

Los resultados corresponden al IC50 están expresados en mg/L. * > 64 mg/L: no se pudo 

determinar IC50 en las concentraciones probadas por esto se siguiere que es mayor a la 

concentración más alta estudiada.   

Por otro lado, de las 10 cepas clínicas de C. albicans estudiadas en biofilms todas se 

clasificaron como resistentes según sus valores de IC50 y comportamiento dosis respuesta. 

El 100% de los valores obtenidos de IC50 se encuentran por sobre 6 mg/L alcanzando valores 

hasta 268 mg/L, muy por el sobre del rango observado en los IC50 de las mismas cepas en 

forma planctónica el cual se encuentra entre 0,023 mg/L y 5,24 mg/L. En 4 cepas no fue posible 

obtener un IC50 ya que las curvas no se ajustaron al modelo concentración- respuesta. 
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7. DISCUSIÓN 

El Fluconazol es el antimicótico más conocido y estudiado, es la alternativa de elección 

terapéutica habitual en infecciones fúngicas sistémicas o resistente a otras terapias. Su 

efectividad ha sido muy estudiada; desde los años 90 que se comenzaron a crear 

estándares internacionales de estudios de susceptibilidad de levaduras elaborados por 

EUCAST (Comité Europeo) y CLSI (Comité Norteamericano). Estos estándares permiten 

medir la CIM de las principales especies de levaduras oportunistas, demostrando así 

una adecuada reproducibilidad interlaboratorio en diversos estudios. Sin embargo, en 

general la determinación de la CIM de hongos filamentosos es más complicada y difícil 

de reproducir por el cambio morfológico, el cual genera un aumento en la densidad óptica 

de la muestra. Por esto la susceptibilidad in vitro no siempre predice el éxito de 

tratamiento y no siempre la resistencia in vitro se asocia a falla en el tratamiento (Tapia 

Paredes, 2009).  

Para la determinación de CIM en este ensayo se utilizó un método adaptado de 

EUCAST, ya que se utilizó sales de tetrazolio MTT y XTT, métodos colorimétricos que 

se reducen fácilmente permitiendo una visualización y registro de resultados más claros. 

Estudios han demostrado una excelente concordancia entre los resultados obtenidos por 

métodos colorimétricos y los obtenidos de forma convencional siendo este último más 

engorroso, debido a la dificultad en la mediciones de turbidez en hongos filamentosos 

(Balouiri et al., 2016; Lass-Flörl et al., 2006; Meletiadis et al., 2000).  

El efecto antifúngico del fluconazol ha sido ampliamente estudiado mediante ensayos de 

microdilución, logrando determinar valores para clasificar diferentes cepas de C. albicans 

en susceptibles o resistentes. Sin embargo, la mayoría de estos estudios fueron 

realizados en células planctónicas de C. albicans siendo que la evidencia ha demostrado 

de forma consistente que la forma de colonización de levaduras del género C. albicans, 

tanto en superficies biológicas como no biológicas es en biofilms, estructura que le 

confiere resistencia a antimicóticos tradicionales. 

Los rangos aceptables de CIM de agentes antifúngicos son estudiados y determinados 

en cepas control de fuentes confiables, por ejemplo, la Colección Americana de Cultivos 
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Tipo (ATCC) o la Colección Nacional de Hongos Patógenos (NCPF). El rango informado 

por EUCAST de Fluconazol en diferentes cepas control de C. albicans es de 0,125- 64 

mg/L(Rodriguez-Tudela, 2008; Tapia Paredes, 2009). Este fue el mismo rango utilizado 

en este estudio en células aisladas y en biofilm. Los IC50 obtenidos en este estudio para 

células planctónicas tuvieron un rango de 0,023 - 5,34 mg/L encontrándose en el rango 

previamente estudiado y aceptado para Fluconazol en C. albicans. A diferencia de los 

IC50 obtenidos para biofilm, los cuales tuvieron un rango más alto y amplio de 6,484- 

268,1 mg/L, sobrepasando con creces la concentración máxima aceptada para 

fluconazol. Además, hubo 4 cepas de las 10 estudiadas en biofilm que tuvieron un 

comportamiento distinto, aumentando la viabilidad celular a altas concentraciones 

favoreciendo la formación de biofilms, evitando así que genere el efecto farmacológico 

deseado. Este efecto se ha descrito en otra familia de antimicóticos, el llamado efecto 

paradójico de las equinocandinas, donde cepas de C. albicans resistentes a fluconazol 

tratadas con distintas concentraciones de equinocandinas aumentan su viabilidad celular 

con respecto a los controles no tratados (Cantón et al., 2007; Walraven et al., 2015). Sin 

embargo, este efecto no ha sido descrito anteriormente para fluconazol. 

Al caracterizar la susceptibilidad de cepas de C. albicans a fluconazol se nota un claro 

aumento en la resistencia cuando se encuentra en biofilm en comparación con células 

aisladas. De las 18 cepas estudiadas en su forma planctónica sólo una de ellas fue 

clasificada como resistente, la cepa 50R con un IC50 de 5,24 mg/L. Por otro lado, de las 

10 cepas estudiadas en biofilms todas fueron clasificadas como cepas resistentes, 6 de 

ellas obtuvieron rangos de IC50 de 6,484- 268,1 mg/L. En cambio, las otras 4 cepas no 

arrojaron valores de IC50 para el rango estudiado, lo que nos hace pensar que se 

encuentra sobre la concentración máxima estudiada 64 mg/L. 

Además, en biofilms de C. albicans los IC50 fueron muy altos, llegando incluso a ser 50 

veces más alto en comparación a los obtenidos en células planctónicas y hasta 4 veces 

por sobre el valor más alto aceptado por EUCAST, lo que hace inviable utilizar estas 

concentraciones.  

Al revisar en la literatura estudios de susceptibilidad a fluconazol mediante método de 
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microdilución, se han observado los siguientes rangos de distribución para C. albicans: 

Entre 3- 5 % de las cepas estudiadas fueron caracterizadas como resistentes, 5-10 % 

fueron caracterizadas como sensibles dependientes  de la dosis y entre 85-92 % fueron 

clasificadas como susceptibles (Diaz et al., 2016; Won et al., 2015; Xu et al., 2008). Datos 

que son consistentes con nuestro estudio en células planctónicas.  

En cuanto a estudios en biofilms de C. albicans, se enfocan mayoritariamente en cómo 

se forma la resistencia que esta distribución le confiere y mediante qué métodos 

biológicos ocurre. Sin embargo, no se encontraron investigaciones donde se estudiara 

el efecto anti-biofilm del fluconazol en cepas clínicas de C. albicans. Siendo de vital 

importancia estudiar la susceptibilidad de antimicóticos en biofilms de C. albicans, ya 

que se observó un cambio radical de comportamiento lo cual se relaciona con el aumento 

de resistencia a tratamientos comunes. 

Esta investigación es una de las primeras en comparar el efecto antifúngico de fluconazol 

en cepas clínicas de pacientes con estomatitis subprotésica tanto en células 

planctónicas como en biofilms de C. albicans. Si bien es necesario seguir investigando 

el efecto anti-biofilm de otros fármacos, se demuestra el cambio de comportamiento de 

C. albicans al formar biofilms y el aumento de resistencia a antimicóticos clásicos como 

fluconazol necesitando dosis altas. 

Con los resultados y el análisis realizado en este trabajo se puede determinar que la 

hipótesis planteada fue aceptada, ya que se demostró que hay una mayor resistencia a 

fluconazol en biofilms de cepas clínicas de C. albicans en comparación a cuando se 

encuentran en forma planctónica, por lo que el fluconazol no tiene efecto anti-biofilm 

siendo esta la forma habitual de encontrar C. albicans en medios biológicos.  

Por otro lado, es importante educar al paciente evitando factores de riesgo y 

entregándole herramientas para su cuidado oral haciendo hincapié en mantener una 

buena higiene oral, buen uso y cuidado de prótesis removibles y mantener controles 

anuales, siendo primordial la prevención en la terapia de estomatitis subprotésica. 

Este trabajo demuestra la necesidad de estudiar las diferentes terapias antifúngicas en 
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biofilms de C. albicans, ya que la susceptibilidad cambia radicalmente al encontrarse de 

esta forma y no aisladas como se estudian los antifúngicos. Otra opción sería utilizarlo 

en conjunto con algún fármaco que disgregue el biofilm y de esa forma evitar recidiva. 
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8. CONCLUSIONES 

- La mayoría de las cepas clínicas estudiadas se comportaron como susceptibles 

frente a fluconazol al determinar su CIM 

- El Fluconazol demostró tener efecto antifúngico en células planctónicas de C. 

albicans, sin embargo, no presentó efecto anti- biofilm siendo esta la forma 

habitual de encontrar C. albicans en ambientes biológicos. 

- La resistencia a fluconazol aumenta en biofilms de C. albicans en comparación 

con células planctónicas, llegando a IC50 muy altos, inviables para ser utilizados 

en tratamientos. 

- Es necesario realizar mas estudios de susceptibilidad de diferentes antimicóticos 

en biofilms de C. albicans de tal manera de poder tener mayor certeza del éxito 

de la terapia a largo plazo. 
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