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Resumen: El objetivo de la siguiente revision es dar a conocer las técnicas de identificacion mas
comUnmente utilizadas para identificar las especies de Candida en cavidad bucal, entre ellas: 1. Estudio
morfoldgico; 2. Pruebas rapidas; 3. Estudio fisiolégico y bioquimico; 4. Métodos automatizados; 5.
Medios diferenciales; 6. Métodos inmunoldgicos; 7. Biologia molecular.
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El Género Candida comprende mas de 150 especies, pero solamente algunas de estas son patdgenas
para el hombre. Diversas especies pertenecientes al Género producen infecciones en la cavidad bucal,
siendo C. albicans la especie mas virulenta y la que se halla presente en la mayoria de los casos. No
obstante, otras especies del Género Candida menos virulentas que C. albicans, también pueden
encontrarse implicadas en procesos infecciosos de la cavidad bucal, entre estas: C. tropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. kefyr, C. krusei, C. guillermondi, C. famata, C. lusitaniae, entre otras. Estas especies
se caracterizan por ser células eucariéticas de forma levaduriformes o blastosporas, las cuales se
reproducen asexualmente por un proceso especifico de division celular conocido como gemacion. La
apariencia microscoépica de todas las especies de Candida es similar; todas las levaduras son Gram
positivas, pero en algunas ocasiones la forma de las blastosporas puede variar de ovoide a elongada o
esférica. (1,2) La produccidn de factores de virulencia por parte de especies de Candida puede variar de
acuerdo con el lugar y el grado de invasion, asi como por la naturaleza de la respuesta del hospedero.(3)

La adherencia de especies de Candida a las células epiteliales bucales ha sido estudiada desde hace
tiempo. En 1991, Calderone y Braun hacen referencia a diversos compuestos que permiten la union de
este hongo a células epiteliales, plaquetas de fibrina, células endoteliales y materiales plasticos. Algunas
consideraciones a consecuencia de estos estudios, han emergido, a saber: 1) Existe una cierta jerarquia
entre las distintas especies del Género Candida con respecto a las especies mas virulentas como son C.
albicans y C. tropicalis, las cuales se adhieren a las células hospederas in vitro, en mayor grado que
aquellas especies relativamente poco virulentas como C. krusei y C. guillermondi. 2) El medio donde
ocurre el crecimiento, afecta profundamente la extensién de la adherencia in vitro de C. albicans, tanto a
las células epiteliales como a las superficies plasticas. 3) Las cepas que reducen su habilidad para
adherirse a diversas células in vitro también reducen su habilidad para causar infeccion in vivo en
modelos animales. 4) El aumento de la adherencia in vitro esta directamente relacionado con el aumento
de la sintesis de una capa fibrilar que, en cierto modo, es comparable con las adhesinas de las fimbrias
bacterianas. 5) Las formas filamentosas del hongo se adhieren en mayor grado a diversos sustratos que
las formas de levadura. 6) La adhesina principal de C. albicans es una Manoproteina que conforma una
capa de fibrillas (constituida aproximadamente por 85% de manosa), y cuya sintesis se incrementa en
medios que contienen altas concentraciones de galactosa o sacarosa a 37° C.(4)

En la actualidad se cuenta con diversos métodos para identificar las especies de Candida, los cuales
varian en tiempo, especificidad, sensibilidad, costos, entre otros. (1,2) De esta manera, cada laboratorio
puede adoptar los mas acordes a su capacidad y disponibilidad.(5) Las técnicas de identificaciéon mas
comunmente utilizadas comprenden: 1. Estudio morfolégico; 2. Pruebas rapidas; 3. Estudio fisiolégico y
bioquimico; 4. Métodos automatizados; 5. Medios diferenciales; 6. Métodos inmunolégicos; 7. Biologia
molecular. Las tres primeras técnicas comprenden diversos ensayos, los cuales son referidos por lo
general como pruebas convencionales rapidas de identificaciéon.(2,6,7,8)
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El estudio morfolégico comprende la evaluacion microscdépica (presencia o ausencia de levaduras, hifas,
pseudohifas, tubo germinal, clamidosporas) y macroscopica (color, aspecto, bordes y tamafio de las
colonias) (6,7,8). El examen directo con solucion salina y azul de lactofenol puede ser atil para el
diagnéstico rapido de la candidiasis oral pseudomembranosa, pero las técnicas de cultivo suelen ser mas
sensibles, ya que la microscopia directa precisa de la existencia de un nimero significativo de levaduras
La tincion de Gram mejora la observacidon microscopica, pues pueden distinguirse més facilmente las
células levaduriformes .8,9. La produccion del tubo germinal es una de las pruebas rapidas que nos
orienta principalmente hacia la identificacién de C. albicans. Se debe recordar que la especie C.
dubliniensis, también produce tubo germinal en un corto periodo de tiempo. El ensayo se aplica
colocando un pequefo indculo de la levadura en suero humano, de conejo o ratén, clara de huevo o en
solucioén proteica, por el lapso de 2-4 h a 37 ©C, se induce el desarrollo de una estructura tubular a partir
del blastoconidio, sin constriccidon en su base, caracteristica que lo diferencia de una pseudohifa. Aunque
es una prueba rapida, tiene el inconveniente de dar entre 5 a 10% de falsos negativos y positivos,
ademas de requerir de buena experiencia técnica para su lectura.(6,7,9,10) La producciéon de
clamidosporas, es otra prueba rapida que se utiliza para diferenciar C. albicans de las otras especies,
teniendo en cuenta que C. dubliniensis, también forma clamidosporas en un lapso de 48 horas de
incubacion a temperatura ambiente., por lo que se requiere la aplicacién de otros ensayos (fisioldgicos,
bioquimicos, moleculares) para diferenciar estas especies. Entre los medios empleados para inducir
clamidosporas se encuentran corn-meal, leche, crema de arroz, bilis, harina de trigo, en donde se forman
las vesiculas de doble pared, producto del ensanchamiento celular por el proceso de almacenamiento de
nutrientes, conocidas también como células de resistencia.(6,7,10)

Otras pruebas convencionales complementarias son indicadas para la diferenciacion de especies de
Candida, tales como: Urea que mide la capacidad de la levaduras de hidrolizar la molécula de Urea en dos
moléculas de amonio por la accién de la enzima ureasa; esto genera un incremento del pH del medio y
en consecuencia el cambio de color de naranja a fucsiall, siendo las especies de Candida negativas a
este ensayo, salvo algunas excepciones, como C. krusei, la cual puede o no presentarla (10);
Termotolerancia a 37°, 42° y 45°C, se ha descrito que C. dubliniensis puede diferenciarse de C. albicans
por ausencia de crecimiento a 45°C; sin embargo, hallazgos mas recientes demuestran que algunos
aislados de C. dubliniensis tienen capacidad de crecer a 42° y 45°C12 y Resistencia a la Cicloheximida en
medio mycosel. (6,7,10)

Las pruebas fisioldgicas y bioquimicas comprenden una serie de ensayos de asimilacion (auxonograma-
degradacion aerdébica) y fermentacion (zimograma-degradacién anaerdbica) de carbohidratos para la
identificacion de levaduras. En el auxanograma, la asimilacion del azlcar se detecta por el crecimiento
visible y cambio del indicador de color en el medio de cultivo, mientras que en el zimograma, su producto
se detecta a través de la produccion de gas (hidréogeno y anhidrido carbénico). El auxonograma se trata
de un método muy poco utilizado actualmente, debido fundamentalmente a lo laborioso del mismo, por lo
que se han comercializado algunos que facilitan la identificacién de las levaduras. (6,7,10)

Los sistemas automatizados, son pruebas de identificacion basados en ensayos de asimilacion de
carbohidratos y otras reacciones bioquimicas, los cuales se encuentran estandarizados y simplificados en
forma de sustratos liofilizados. A diferencia de las pruebas convencionales, que pueden tomar entre 2-20
dias, el sistema automatizado permite la identificacidon de la levadura en un lapso de 24-48 horas y los
resultados pueden ser leidos en forma visual o automaética a través de un Software. Entre estos sistemas
podemos mencionar los sistemas: Auxacolor, Uni-Yest Tek, APl 20 CAUX, Rapad Yeast Plus, Fusgiscrren,
API Candida, API-ATB, ID 32C, Vitek, Vitek 2, Biolo Y T Microplat Baxter MicroScan , Sensident.
8,10,13Mendoza (2005), considera que estos sistemas automatizados deben ser complementados con el
estudio morfolégico, sobre todo en el caso de especies poco comunes.(6)

Los medios de cultivos diferenciales son métodos basados en la detecciéon de actividad enzimatica, que
han sido desarrollados con mucho éxito en los ultimos tiempos. Comprenden una serie de medios de
cultivo a los cuales se les ha adicionado sustratos cromogénicos o fluorogénicos, que ponen de manifiesto
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la presencia o no de un grupo de enzimas del hongo. Los que utilizan sustratos fluorogénicos (necesitan
de una lampara de Wood para su lectura) detectan beta-galactosaminidasa y L-prolinaminopeptidasa o
solamente beta-galactosaminidasa y los que utilizan sustratos cromogénicos detectan beta-
galactosaminidasa y L-prolinaminopeptidasa).(6,9) Existen en el mercado una gran variedad de medios
diferenciales que pueden diferir en cuanto a su sensibilidad, especificidad y costo, entre estos tenemos:
CHROMagar Candida, Agar Candida Cromogénico, Candida ID, Albicans ID, Chromalbicans Agar,
Chromogenic Candida Agar, Fluoroplate Candida, Agar SDCA-MUAG. (5,14,15,16,17,18,19)

El medio Chromagar Candida descrito por Odds. y Barnaerts en 1994, uno de los primeros en salir al
mercado, ha mostrado un 100% de sensibilidad y especificidad en la identificacién de C. albicans y C.
tropicalis (20); también ha sido referido la identificacion de C. glabrata y C. krusei (21). Entre otra de sus
ventajas resalta su utilidad en la diferenciacion entre C. albicans y C. dubliniensis, que desarrollan un
color verde claro y verde oscuro respectivamente; similares resultados se han observado en el medio
Candida ID.(22) Un nuevo medio cromdégeno esté disponible para la identificacion rapida de las especies
de Candida clinicamente importantes, el Agar Candida Cromogénico Oxoid (OCCA), es un medio
diferencial selectivo que emplea dos cromégenos para la diferenciacién de las colonias de C. albicans
(verdes) de las de C. tropicalis (azul oscuro), C. krusei (rosado marrén), de otras especies importantes
de Candida (colonias beige, amarillo y café), en una sola incubacién.(23,24) Estos medios de cultivo
diferenciales, a pesar de sugerir una identificacion presuntiva, tienen la gran ventaja de no requerir
mucha experiencia técnica, son rapidos y especificos, permiten identificar el agente a partir del cultivo
primario y discriminan entre mezclas de levaduras de una misma muestra, sin embargo, s6lo pueden
identificar unas pocas especies y son menos especificos que las pruebas de asimilacion de compuestos de
carbono.(21,25) En Venezuela se describié por primera vez la especie C. dubliniensis por estudios de
caracteres fenotipicos, los cuales incluyeron el empleo de medios cromogénicos y otros medios.26 Sin
embargo, Mesa y col. (2004) no encontraron buena correlacién con estos medios para la diferenciacion
entre C. albicans y C. dubliniensis.(27)

Los métodos inmunolégicos, son una herramienta de gran valor que se basan en la deteccion de
antigenos o anticuerpos a través de ensayos de inmunofluorescencia indirecta, aglutinacion en latex,
ELISA. Hoy en dia disponemos de pruebas comerciales rapidas y de facil ejecucién como: Bicho Latex
Albicans, Bicho Latex Krusei, Bicho Latex Dubli, Krusei Color, Candida Check, Pltelia Candida Ag, Platelia
Candida Ab/Ac/Ak, Anticuerpos antimicelo de C. albicans, Glabrata RTT.(6,28) Sin embargo, a pesar de la
utilidad de este tipo de técnicas, practicamente no se emplean para el diagnéstico de infecciones por
Candida en cavidad buca.(8)

En los ultimos afios, los métodos de biologia molecular se han aplicado al andlisis de diferentes especies
de Candida. La determinacién del cariotipo mediante electroforesis de campo pulsatil (PFGE), la
hibridacién con sondas, la deteccion del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP), la
amplificacion del ADN (PCR, LCR) y posterior hibridacién por Southern, son los mas empleados para el
estudio de las candidiasis orofaringeas.(29,30,31,32)

El aislamiento de ADN geondmico es normalmente el primer paso para cualquier estudio en la
manipulaciéon del ADN in vitro. Este es un procedimiento largo y complicado, mas aun si se toma en
consideracion que el ADN de los hongos no es una molécula libre sino que esta ligada tanto al ARN como
a un complejo de proteina (histonas y otras), ademas de estar usualmente rodeada de membranas
celulares y complejas paredes. Este procedimiento comprende tres pasos esenciales: 1) La fragmentacion
o ruptura de las membranas y paredes del hongo para dejar libre el ADN de las proteinas y otros
complejos proteicos. Como los hongos tienen una pared de quitina, manosa y glucan, la ruptura de la
pared es un procedimiento necesario para obtener ADN. En el caso de las levaduras de Candida y otros
unicelulares con pared, se lleva a cabo con métodos enzimaticos o por rupturas con perlas de vidrio; 2)
La solubilizacién del ADN y disociacion de los complejos ADN-proteinas llevados a cabo con detergentes,
agentes proteolitcos o desnaturalizantes; y 3) La separacion del ADN de los complejos proteicos usando
métodos de precipitacion. Existen diferentes técnicas de biologia molecular que son aplicables al estudio
del ADN aislado de hongos levaduriformes. (29,30,31,32) A continuacion se resumen las mas

FUENTE: www.actaodontologica.com/ediciones/2009/3/art26.asp
Fundacién Acta Odontoldgica Venezolana
RIF: J-30675328-1 - ISSN: 0001-6365 - Caracas - Venezuela



Acta Odontoldgica Venezolana - VOLUMEN 47 N°© 3 / 2009
ISSN: 0001-6365 — www.actaodontologica.com

Pagina |4

importantes:

El método de la Reaccion de la Cadena de la polimerasa (RCP) es el método para amplificar in vitro
fragmentos de ADN. La técnica de la RCP esta basada en el uso de oligonucledtidos que actian como
iniciadores (primers). Estos iniciadores actualmente se mezclan con el ADN gendémico (o cualquier otro
ADN) en presencia de la ADN polimerasa termoestable conocida comercialmente como Taq polimerasa,
aislada de un procariote termofilico llamado Thermus aquaticus, la cual ha sido usada con éxito para
amplificar regiones especificas del ADN. La especificidad de la reaccion es preservada aun en complejas
muestras de acidos nucleicos, lo que garantiza un método poderoso para investigar acidos nucleicos que
se encuentran en pequefias muestras clinicas. Debido a su alta especificidad, sensibilidad y a la facilidad
de automatizar el procedimiento, la RCP ha emergido como una tecnologia basica que ha abierto un sin
numero de campos en la biologia molecular en el area de la micologia. (31,32)

El uso de la técnica de Analisis con Enzimas de Restriccién basada en el hecho de que existen enzimas
que cortan el ADN en lugares especificos, ha sido aplicada para mapear un gen de interés o para conocer
la variabilidad genética entre aislamientos de un mismo microorganismo recobrado en diferentes regiones
o durante una epidemia. Su aplicacion mas inmediata es en estudios epidemioldgicos en los cuales se
analizan mas de una cepa de un mismo microorganismo. (31,32)

También han sido descritos varios métodos de Clonacidn, los mas usados son los que involucran la
transfeccidon de procariontes y eucariontes con pldsmidos conteniendo el ADN en estudio. Algunos de ellos
son solamente para estudiar el ADN clonado y otros para expresar la proteina codificada por ese gen. En
si, el objetivo de la técnica de clonacién es el aislamiento, en grandes cantidades, del ADN en estudio,
para ser luego usado en subsecuentes caracterizaciones o en experimentos de expresion del gen,
regulacién, mapeo genético u otras areas de la genética molecular. No obstante, es importante saber con
certeza, si las células contienen verdaderamente el plasmido con el ADN deseado, es por ello que se
recomienda la técnica de Cracking gel, para evaluar, antes de purificar el plasmido, si el mismo contiene
o no el ADN clonado. (31,32)

Southerblot es una de las técnicas mas populares usadas para la identificacion y deteccion de fragmentos
de genes o de genes enteros que codifiquen proteinas de interés. La técnica es extremadamente
especifica y sensible. Su especificidad radica en que los fragmentos del ADN usados como sondas, se
hibridizaran solamente con aquellos fragmentos de ADN que tengan idénticas secuencias
complementarias a las de la sonda usada y su sensibilidad esta basada en que la técnica detecta
fragmentos de AND en estudio. (31,32)

La secuencia del ADN ha sido uno de los mas importantes descubrimientos en la genética molecular. Esta
técnica ha permitido la identificacion de secuencias que determinan la iniciacion, regulacion y terminacion
de la trascripcion, secuencias cromosomales inusuales y secuencias indirecta de muchas proteinas. Por lo
general, en un aislamiento tipico de un gen o fragmento de ADN por clonacion, la secuenciacion de ese
ADN seré& uno de los fines fundamentales de la técnica de clonacion. (31,32)

Silva y col. 2005, reportan que se ha trabajado arduamente en desarrollar el diagnostico por RCP de las
especies de levaduras del Género Candida, ellos realizaron un estudio que permitié desarrollar regiones
variables particulares de cada especie y disefiar los iniciadores que estan en distintas posiciones dentro
del ADN ribosomal y que, en teoria, permitirian obtener fragmentos de distintos pares de base para cada
una de las especies.(7) Por otra parte, Mendoza, 2005, reporta que las técnicas de biologia molecular
tienen la gran ventaja de ser especificas, sensibles y eficientes, permiten diferenciar especies muy
relacionadas entre si desde el punto de vista taxonémico, asi como la identificacién en un corto periodo
de tiempo, de hongos que desarrollan pocas o ninguna estructura fructifera. Sin embargo, debido a
exigencias de costo, infraestructura y experiencia técnica requerida, estan mas disponibles en
laboratorios de referencia de investigacion que de rutina. También considera que aun estas técnicas
moleculares no deben ser abordadas en forma Unica, sino en conjunto con ensayos complementarios, que
puedan permitir tener un conocimiento mas integral con respecto a los caracteres morfolégicos,
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fisiolégicos y genotipicos de las levaduras, hasta que estas técnicas puedan ser estandarizadas,
certificadas y aplicadas en muchos laboratorios de rutina.(6)

Por lo anteriormente sefialado, actualmente, se disponen junto con las pruebas rapidas convencionales,
de medios de cultivos que permiten detectar especies de Candida provenientes de muestras de cavidad
bucal. De manera general, todas estas pruebas constituyen una herramienta de ayuda en el diagnéstico
micoldgico, que permiten no sdlo diferenciar los especies de Candida, sino también, establecer la
implementacion de un tratamiento adecuado. Sin embargo, cabe sefialar que es un requisito
indispensable para abordar estas técnicas contar con un personal bien entrenado para la aplicacion e
interpretacion de las mismas.
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