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INTRODUCCIÓN 

Candída spp. constituye la primera causa de infección 
fúngica en pacientes inmunodeprimidos, siendo la 
especie patogena predominante C.albicanstanto en infec
ciones superficiales como sistémicas. 

La identificación de C. albicans se ha reaHzado en los 
laboratorios en base a la morfologia y a las características 
metabólicas. Estos métodos son lentos y laboriosos por 
lo que la demostración del agente causal se realiza en 
estados avanzados de la enfermedad. 

Por otro lado, la identificación en determinados casos 
es di ffdl, lo que reerasa la instauración de un tratamiento 
antifúngico adecuado en estos pacientes. 

La introducción de nuevas tecnologías diagnósticas 
basadas en métodos moleculares como la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) para la detección e 
identificación de Candida spp. va a suponer mejoras en 
los dingnósticos y tratamientos de enfermedades. 

DIAGNÓSTICO DE LAS CANDIDIASIS 
CUTANEOMUCOSAS. 

En todo caso clínico sospechoso de candjdiasis, la 
única forma de establecer un diagnóstico seguro consis
te en evidenciar la levadura mediante el examen 
micológico directo y culrivos1•2• Es posible también 
realizar tinciones que nos orienran en el diagnóstico. 

l. En primer lugar se realiza la toma de muestra del 
paciente, usando un bisopo o torunda estéril, frotando con 
él la superficie de la lesión y haciendo inmediatamence la 
visión directa y la siembra. En las muestras de orofaringe, la 
roma se puede realizar con un hisopo o también mediante 
lavados de boca. En la estomatitis angular se hace raspado 
con biscurí recogiendo las escamas. 

En las vaginitis se hace la toma con torundas estériles 
de los fondos de saco vaginaJes. En las balanitis se toman 

1 - Especialista en Microbiologia 
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las lesiones blanquecinas con espátula estéril sem brando 
dfrectamente en el meruo de cu I civo y haciendo impronras 
en portas para efecruar el examen directo. 

En las unas se hace una incisión con lanceta y se 
recoge con asa estéril la serosidad hemática. 

En lesiones cucáneas (ingles, surcos inflamatorios, 
pliegues interrugitales) se obtienen escamas por raspado 
con bisturi. Las escamas se recogen en una placa Petri estéril. 

Si la muestra nem se va a procesar inmediatameote, se 
deben usar rusopos que llevan meruo gelatinoso o Líquido. 

Dei material obtenido, una parte se destina a1 examen 
rurecto yorra aJ cultivo. 

2. Examen directo: Se visualizan blastosporas 
(blastoconidios) es decir, células levaduriformes 
gemantes, o bien blastosporas y seudomicelios. 

Para ello se coloca la muestra entre porra y cubre 
objetos, se afiade KOH ai 10-40o/q_y secalienca)jgeramence 
en la llama del mechero. En las vagjnitis se utiliza para 
el examen directo una rnuestra de flujo vaginal recogida 
de fendo de saco y obtenida bien por corunda o espátula. 
La muestra se observa direcramenre o bien se monta con 
un.a gota de suero fisiológico o água estéril. La visión dei 
flujo vaginal en fresco sin calentar con el mechero, para 
evidenciar Trichomonas vagina/is es diagnóstica y no 
requiere la realización de cultivos. 

3. Cultivo: Para reaHzar la siembra, se introduce el 
rusopo en eJ media si éste es Liquido y se frota con él la 
superficie si es sólido. EI crecimienco de levaduras en 
estas muestras, debe interpretarse con precaución ya 
que C. albicans es un componente habitual de la flora de 
las mucosas gastrointestinal, vaginal y oral de los seres 
humanos y de un 10% a un 50% de los individues sanes 
presentan Candida spp. en estas localizaciones. Como 
medio de rutina se usa el agar Sabouraud, agregándole 
un antibiótico antibacteriano (cloranfenicol, gentamici
na, estreptomicina) para evitar el crecimiento de las 
bacterias. Las coloruas de Candida spp. se desarrollan en 
48-72 horas, sonde colar blanquecino, redondeadas de 
apenas 1 cm de diámetro. 

En el medio de Nickerson, la C. albicans y alguna ocra 
especie forman coloruas de color marrón oscuro o negro. 
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El media de Pagano es idéntico al de 
Sabouraud con adición de un indica
dor (crifenil-cecrazolio-ciorhídrico); C. 
albicansno reduce el calor dei tetrazolio 
siendo sus colonias biancas, miencras 
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laprimera causa de 1 

infecciónfúngica 
e11pacíentes 

inm u nodeprim idos/ ,..,,,, 

una verdadera sepsis por Candida. Por 
orra parte las técnicas serológicas como 
veremos después son poco sensibles. 

que las de otras especies presencan un 
calor que va desde el rosa al roio. Otros medias de 
cultivo como agar sangre o agar chocolate destinados 
fundamentalmente ai crecimiento de bacterias, pueden 
ser válidos para el aislamiento de Candida spp. Dos 
medias cromogénicos como el CHROMagar Candida y 
el Albicans lD permiten diferenciar C. albicans de otras 
especies por la morfología y el calor de la colonia3• 

4. Tinciones:La másempleadaes ladeGram. Lasespecies 
del géneroCandidaaparecen como células Gram positivas. 
levaduriformes, de pared delgada. pequenas, ovales y oca
sior:ialmente en gemación. Algunas veces se encuentran 
elementos miceliales y células con yemas adheridas a las 
hifas a nível de los puncos de conscricción. 

5. ldentificaci6n de levaduras: 
- Producción de tubos germinativos ai incubar la levadura 

en suero, medi os celulares u otras sustancias coloidales 
durante 2-4 horas a 37°C. 

- Producci6n de damidosporas (clamidoconidios) que 
son esporas terminales o laterales, en medias agar
harina de maíz+Tween 80, agar patata-zanahoria
bilis, o agar-crema de arroz, estas estruccuras se 
observan a las 48 horas. 

- Pruebas bioquímicas como son el auxonograma que 
valora la asimilaci6n de carbohidracos en un media 
base sin azúcares y el zimograma que estudia la via 
fermenta tiva de las levaduras sobre los carbohidracos. 

- Sistemas comerciales: Sistema API con el que se 
pueden realizar auxonograma y zimograma. 

- Ocros sistemas de identificación: "Microring" basado 
en la inhibición dei crecimiento de la levadura por 
diferences colorantes o sustancias amifúngicas y Sis
temas rápidos de idencificación que se basan en la 
existencia de enzimas preformadas que reaccionan 
con los sustratos adecuados. Sistema "Fongiscreen" 
basado en el uso de suscratos deshidratados de enzi
mas fúngicos, de foma que se produce un caml:üo de 
color por adici6n de un reactivo revelador en 4 horas. 
El sistema "Auxacolor" se basa en el principio de 
asimiladón de azúcares y se observa crecimiento a las 
24-72 horas. 

- Tambíén existe un sistema de identificaci6n 
inmunológica llamado "Cand-Check" basado en la 
aglutinación de una suspensi6n de levaduras por 
antisueros específicos. 

DIAGNÓSTICO DE LAS CANDIDIASIS 
SISTÉMICAS. 

El diagnóstico de candidiasis disminada contmua 
siendo un escollo para el clínico. Por una parte, la 
interpretación de hemocultivos positivos a Candida es 
dificil ya que puede deberse a unacontaminación cutánea 
o de un catéter intravenoso o por el contrario tratarse de 

Por ello, el diagnóstico de 
candidiasis diseminada es clínico. Se 
deben de tener en cu ema la en fermedad 

de base, 1.os posibles factores predisponemesacandidiasis 
y la presencia de cacéteres intravenosos. La demostración 
de una invasión candidiásica visceral consticuye la 
confirmación diagnóstica definitiva. 

l. Toma de muescra y examen direcco: Las muescras se 
deben recoger asépúcamence y enviar rápidamente ai 
laboracorio. Si no se procesan inmediacemente se guardan 
a 4ºC. Al igual que se ha descrito en las candidiasis 
superficiales, el examen microscópico directo con KOH 
ai l 0-40% permirelaobservación de levaduras en tejidos 
y biopsias, secreciones respiratorias (lavado 
broncoalveoar, aspiración transrraqueal, espuco), líqui
dos biológicos o material purulento. Este es un método 
rápidoy sensible, aunque la tinción con azul de metileno 
y sobre rodo el Gram, adem ás de visualizar las levaduras, 
permite observar si hay ocros microorganismos 
asociados. La presencia de pseudofilamencos confirma la 
identificación inicial de Candida spp. 

2. El cultivo es imprescindible para identificar la especie 
causal y poder efeccuar estudios de sensibilidad "in 
viera" a los antifúngicos. Se pueden emplear medíos 
micológicos como agar Sabouraud y bacteriológicos. En 
e! caso de hemoculcivos, se desarrollan bien en medias 
difásicas como Ruiz-Cascaiieda. 

3. ldentificación: Se realiza de la misma forma que en las 
candictiasis superficiaJes. 

En las candidiasís sistémicas además de las técnicas 
usadas en el diagnóstico micológico, se-emplean méto
dos de diagnóstico inmunológico que se basan en la 
detección de antígenos o producros metabólicos de C. 
albica11S y en la decección de anúcuerpos contra los 
antígenos4•5•6• · 

La decección de antígenos deCandida en suero, orina. 
líquido cefalorraquídeo y otros fluidos ha sido descrita 
por distintos investigadores. Los antígenos cuya 
decección se ha intentado principalmente en suero son: 
antígenos mananos de la pared celular, antígenos 
proteicos citoplasmáticos y producros metabólicos como 
la manosa y el arabitol. Para ladetección de la antigenemia 
se usa la prueba de aglutinación dei látex, miemras que 
para los metabolitos se usan técnicas de cromatografia 
gas-líquido. Diversos autores han comparado las sensi
bilidades y especificidades de distintas pruebas 
serológicas usadas en el diagnóstico de la candidemia. 
Así, Mitsucake y Cols. 5 decectan el antígeno enolasa, el 
antígeno manano, el antígeno lábil ai calor y el beta
gl ucano en muestras de suero de 39 paciences con 
candidemia entre 1990 y 1993.La detección dei antígeno 
enolasa presenta la mayor especi.ficidad (l 00%). pero la 
sensibilidades dei 72%; de la misma forma la técnica de 
detección dei antígeno manano tiene una sensibilidad 
dei 100% pero su especificidades mucho menor (26%). 
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El diagnóstico de 
candid iasis dism inada 

Los resultados obcenidos por estos 
autores demuestran que las técnicas 
de detección de antígeno son útiles 
en e) diagnóstico de la candidemia, y 
aunque ninguna aisladamente es 

conlinúa siendo 
un escollo para 

elclínico. 

oligonucleótidos que amplificaban 
secuencias que codifican dianas para 
los ancifúngicos, este método 
presentaba una baja sensibilidad y 
seleccividad. Reiss y Cols. is usaban 

satisfactoria, la combinación de dos 
de ellas presenta mayores ventajas. 

Matthews y Cols.~ han hecho una revisión compa
rativa de los métodos usados en la decección de 
antígenos candidiásicos obceniendo resultados simi
lares a los anteriores para el antigeno manano y el 
antígeno enolasa. Otros como son la proteinasa de 
Candida presenta una especificidad difícil de determi
nar y la medida de metabolitos como eL arabitol tiene 
una baja sensibilidad. Concluyen por tanto que en el 
laboratorio se deberían usar dos métodos distintos al 
menos una vez a la semana en pacientes de alto riesgo. 

En la detección de anticuerpos se han usado diver
sas técnicas y los resultados obtenidos son motivo de 
concroversia debido a la diferente composición y 
cali.dad de los antígenos, ai hecho de que personas 
sanas pueden presentar anticuerpos frente a Candida 
(aunque por lo general con títulos bajos) y cambién 
porque los pacientes inmunodeprimidos pueden no 
ser buenos productores de anticuerpos. 

Además de pruebas como con t rainmu
noelecrroforesis, hemaglutinación, etc., accualmente 
se recomienda el uso de técnicas como el 
enzimoinmunoensayo (ELISA) queaportarian mejores 
resultados. 

NUEVAS TECNOLOGÍAS 
DIAGNÓSTICAS. 

Sus objetivos consisten en disponer de un método 
rápido de detección e identificación de hongos con 
importancia clínica7•8• 

Diferences autores han desarrollado distintos 
abordajes experimenrales basándose en la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) q·1º· 11 que permite 
detectar cantidades muy pequeõas de DNA fúngico 
ya sea a partir de colonias (Haynes y Cols.) 12 o 
direccamente a partir de muestras clínicas (Sandhu 
y Cols.) 13• 

El primer paso para ello es la extracción dei DNA 
fúngico mediante un método sencillo como son los 
que emplean calor y un reactivo alcalino para romper 
la pared fúngica y posterior extracción con disolventes 
orgánicos para purificar el DNA. 

El siguience paso consiste en la amplificación me
diante PCR de una región dei DNA con 
oligonucleótidos específicos y por último la 
identificación dei producto de amplificación y por 
tanto de la especie de Candida estudiada. 

Existen una gran diversidad de protocolos para 
llevar a cabç cada uno de los pasos anteriores. Así, son 
muchos los métodos de extracción que se pueden 
usar.La amplificacion se puede realizar sobre distin
tos DNA diana; Buchman y Cols .14 empleaban 

secuencias repetitivas específicas dei DNA fúngico y 
en publicaciones redentes, autores como Hopfer y 
Cols. 16 usan oligonucleótidos que amplifican 
secuencias altamente conservadas dei DNA que 
codifican rRNA y se encuentran en un gran número 
de copias por genoma con lo que la especificidad es 
muy elevada. 

La identificación dei producto de PCR se realiza 
generalmente por hibridación con una sonda especí
fica de especie13 o por el tarnaiio dei producto obtenido 
ya que se conoce la secuencia del fragmento que 
amplificamos; aunque exiscen otros métodos. 

Otros autores como Lehmann y Cols.17 o Liu y 
Cols.9 emplean la amplificación aleatoria de DNA 
polimórfico (RAPO) que es una técnica de 
amplificación que a diferencia de la PCR utiliza un 
único oligonucleócido inespecífico de corta secuencia 
que permite obtener un gran número de productos de 
amplificación de forma reproducible, para identificar 
siete especies aisladas con gran frecuencia de Candida 
spp. basándose en el patrón de bandas de DNA, 
característico de cada especie. 

Se trata de una técnica rápida, sensible y específica 
para el diagnóstico de las candidiasis que permite 
identificar no sólo C. albicans sino también ocras 
especies como C. glabrata, C. parapsilosis y C. krusei. 

Se pretende conseguir una aucomacización com
pleta dei proceso en todas sus fases (extracción, 
amplificación y detección) y medidas adecuadas de 
control de calidad y estandariza<:!ón para su aplicación 
de rutina en los laboratorios clínicos. 

RESUMEN 

Considerando el gran aumento de infecciones 
fúngicas sobre todo en pacientes inmunodeprimidos 
en las últimas décadas, se realiza una revisión de las 
técnicas diagnósticas utilizadas hoy en día en los 
laboratorios de Microbiologia Clínica y de técnicas 
que en un futuro nos permitirán !legar a un diagnós
tico de forma rapida y específica. 

Palabras clave: Candída, Diagnóstico, PCR. 

SUMMARY 

Considering about the great increase of fungai infections 
above ali in immunocompromised patients, a review of the 
diagnostic techniques used now in the laboratories of clinicai 
microbiology and methods which in the future, will enable a 
rapid and especific diagnosis. 

Key Words: Candída, Diagnosis, PCR. 
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