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Resumen

La adherencia de Candida a las células se considera esencial para iniciar el

proceso que lleva a la colonizacién. Nuestro objetivo fue estudiar el efecto que
ejercen diferentes azlcares y la presencia de lactobacilos y Escherichia coli
sobre la adherencia in vitro de C. albicans. La adherencia a células epiteliales
bucales de C. albicans crecida a concentraciones de 50 y 200 mM de
galactosa, 50, 200 y 500 mM de sacarosa y 500 mM de manosa, fue mayor que
la adherencia de la levadura crecida en caldo glucosado de Sabouraud (p< 0,01).
La presencia de otros microorganismos, como Lactobacillus acidophilus

y L. casei, provocé una disminucion de la adherencia de C. albicans a células
epiteliales bucales in vitro (p< 0,05), mientras que E. coli, no modificé la
adherencia de esta levadura.
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In vitro effect of carbohydrates and enteric bacteria
on adherence of Candida albicans

Summary

The adherence of Candida albicans to any cell is considered essential in the

process that leads to colonization. Our objective in this study was to evaluate
the effect of different carbohydrates and the presence of lactobacilli and
Escherichia coli on the in vitro adherence of Candida albicans. The adherence
to buccal epithelial cells was higher when growing at concentrations of
galactose of 50, and 200 mM, as well as 50, 200, and 500 mM of sucrose, and
500 mM of mannose, compared with that obtained when growing in Sabouraud
dextrose broth (p< 0,01). The presence of other microorganisms, such as
Lactobacillus acidophilus and L. casei, caused a decrease in the in vitro
adherence of C. albicans to buccal epithelial cells (p< 0,05), whereas E. coli did
not modify this adherence at all.
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El sistema gastrointestinal humano tiene una pobla-
cién pequefla pero constante de levaduras como Candida
albicans. En el adulto se ha establecido que otros miem-
bros de la microbiota intestinal ejercen un control sobre la
densidad de poblacién de las levaduras [1,2]. Los estudios
sefialan una diversidad de factores antimicrobianos. Entre
ellos, el 4cido lactico es un potente inhibidor de C. albicans
y se sabe que hay correlacion entre el nimero de lactoba-
cilos y otros microorganismos productores de acido lactico
y la cantidad de levaduras presentes.
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Otro factor que influye en la poblacién de C. albi-
cans es la dieta. La ingestién excesiva de frutas frescas,
dulces u otros materiales fermentables dard lugar a un
aumento considerable en el nimero de levaduras intestina-
les, particularmente de C. albicans.

La adherencia de Candida a la superficie de las
células del hospedador se considera esencial para la ex-
presion del potencial patogénico ya que seria requerida
para iniciar el proceso que lleva a la colonizacién y con-
tribuirfa a la persistencia del microorganismo dentro del
hospedero.

Es de interés conocer las modificaciones que ejer-
cen, sobre la capacidad de adherencia in vitro de levaduras
del tracto gastrointestinal humano, la variacién en la com-
posicion y concentracién de azicares del medio de cultivo
para el crecimiento de las levaduras y la presencia de otros
microorganismos, como Escherichia coli y lactobacilos.

Efecto de hidratos de carbono en la adherencia
de C. albicans

Para este estudio se utilizé la cepa de C. albicans
CCC 112-2000, (coleccion de Cultivos del CEREMIC)



aislada de una muestra de heces. Para cada experimento,
se inocularon 100 pl de una suspensién de levaduras en
10 ml de caldo de base nitrogenada de levadura (YNB,
Difco) con el agregado de diferentes azicares: glucosa,
sacarosa, galactosa y mano-sa en concentraciones finales
de 50, 200 y 500 mM, y en 10 ml de caldo glucosado de
Sabouraud (grupo control). Se incubaron durante 24 h a
37 °C en agitacién. Las levaduras se recogieron por cen-
trifugacion, se lavaron 2 veces con tampén fosfato salino
(PBS), y se llevaron a una concentracién final de 2,5 x 10’
lev/ml.

Se utilizaron células epiteliales bucales (CEB) de
varios donantes que no presentaban signos ni sintomas
de candidiasis bucal. Se transfirieron a 6 ml de tampoén
PBS, se lavaron 2 veces y se resuspendieron a una con-
centracion final de 5 x 10° cél/ml.

Los ensayos de adherencia se realizaron en forma
independiente para la levadura crecida en presencia de los
diferentes azicares a distintas concentraciones. Se sigui6
la técnica de Kimura y Pearsall [3]. Se mezclaron 0,5 ml
de la suspensién de levaduras con 0,5 ml de la suspensién
de CEB (relacién levaduras: células = 50:1) y se incub6 a
37 °C durante una hora, en agitaciéon. La mezcla se filtré
a través de papel Whatman N.° 41 (poros de = 20 pm),
se lavé con 10 ml de PBS, se transfirié a un portaobjetos
y se colore6 con Gram-Nicolle. Se contaron las levaduras
adheridas a 100 células epiteliales bucales. Este ensayo se
repiti6 cuatro veces en diferentes dias. Los datos obtenidos
se examinaron por andlisis de la varianza (ANOVA), pre-
vio ensayo de los supuestos correspondientes. Disefio
experimental: un factor control y las tres concentraciones
de azticares (glucosa, galactosa, sacarosa o manosa) en
bloques completos aleatorizados (con células epiteliales de
varios donantes). La variable en estudio fue el nimero
de levaduras adheridas/100 células epiteliales. Se utiliz6 la
técnica Least Significant Difference para detectar diferen-
cias a un nivel de significacioén del 5%.

El nimero promedio de levaduras adheridas a CEB
de la cepa C. albicans, tras crecimiento en diferentes con-
centraciones de glucosa, galactosa, sacarosa y manosa, se
muestra en la Figura 1. Se observé lo siguiente:

Glucosa: los valores promedio de adherencia de
C. albicans crecida a concentraciones 50, 200 y 500 mM
fueron mayores que en el control, aunque esta diferencia
no fue estadisticamente significativa.

Galactosa: la adherencia promedio de C. albicans
crecida a concentraciones de 50 y 200 mM, fue significa-
tivamente mayor que para el control (p< 0,01). A 500 mM
la adherencia también fue mayor que el control, pero no
significativamente.

Sacarosa: la adherencia de C. albicans crecida a
concentraciones de 50, 200 y 500 mM fue significativa-
mente mayor que en el control (p< 0,01).

Manosa: la adherencia de C. albicans crecida a
concentracion de 500 mM fue significativamente mayor
que en control (p< 0,05). A 50 y 200 mM la adherencia
resulté mayor que en el control, pero no significativa-
mente.

Efecto de otros microorganismos en la adherencia
de C. albicans

Se utilizé la cepa de C. albicans CCC 112-2000, y
se prepar6 de acuerdo a la técnica ya descrita.

Se utilizaron cepas de Lactobacillus spp. aisladas a
partir de la “Leche Bio” que contiene dos especies: Lacto-
bacillus casei 'y Lactobacillus acidophilus. La cepa de
Escherichia coli, RM 2608, fue aislada de un paciente con
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Figura 1. Adherencia de C. albicans CCC 112-2000 a células epiteliales
bucales después de crecer en un medio con diferentes concentraciones de
glucosa, galactosa, sacarosa y manosa.

infeccién del tracto urinario, caracterizada como uropaté-

gena y con fimbrias P. Se tomaron, por separado, tres o

cuatro colonias de lactobacilos o de E. coli, se lavaron con

PBS y se resuspendieron hasta opacidad similar a la escala

0,5 Mc Farland.

Para cada experiencia se utilizé una mezcla de CEB
de varios donantes, de acuerdo al protocolo indicado ante-
riormente.

Para cada grupo de bacterias se realizaron dos ensa-
yos de adherencia simultdneos:

1. Se enfrentaron 0,5 ml de la suspension de las levaduras
con 0,5 ml de la suspensién de las CEB, de acuerdo al
procedimiento ya sefialado (grupo control).

2. Se enfrentaron 0,5 ml de la suspension de levaduras
con 0,5 ml de la suspension de bacterias. La suspen-
sion resultante (1 ml) se centrifugdé a 2000 rpm durante
5 min. Se retiraron 0,5 ml del sobrenadante (PBS) para
obtener la misma concentracién final de levaduras y
bacterias que en el grupo control y se enfrentaron con
0,5 ml de la CEB. Luego se sigui6 la técnica de adhe-
rencia descrita. Ambos ensayos se repitieron cinco ve-
ces en diferentes dias.

Los datos fueron analizados por ANOVA. El disefio
experimental elegido para este estudio fue de un factor
(presencia de bacterias: Lactobacillus, E. coli) en bloques
completos aleatorizados (una mezcla de células epiteliales
de varios donantes). El factor fue estudiado a dos niveles:
presencia o ausencia de bacterias. La variable en estudio
fue el nimero de levaduras adheridas/100 células epitelia-
les. Se utiliz6 la técnica LSD para detectar diferencias a un
nivel de significaciéon del 5%. El nimero promedio de
levaduras adheridas a CEB de la cepa C. albicans, en pre-
sencia y ausencia de bacterias se muestra en la Figura 2.
Se observé una disminucién en los valores de adherencia
de C. albicans en presencia de lactobacilos con respecto al
grupo control (p< 0,05). Si bien se detecté una disminu-
cién de la adherencia de C. albicans en presencia de E coli
RM 2608, esta diferencia no fue estadisticamente signifi-
cativa.

La pared celular de Candida incluye, en la parte
mas externa de la célula, una capa fibrilar. La cantidad
del material fibrilar producido depende del medio de cul-
tivo y de la concentracién de los azicares, incrementdn-
dose con el tiempo de cultivo. Este material fibrilar tendria
un importante papel en la adherencia. El componente
mayoritario de esta capa es una manoproteina de 66 kDa
compuesta por un 80% de carbohidratos (principalmente
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Figura 2. Adherencia de C. albicans CCC 112-2000 a células epiteliales
bucales en presencia y ausencia de bacterias.

D-manosa) que actuaria como adhesina, mediando la unién
de C. albicans a las células epiteliales [4].

Al comparar la capacidad de adherencia a CEB de
la cepa C. albicans CCC 112-2000, crecida en un medio
definido (YNB) con el agregado de glucosa, galactosa,
sacarosa y manosa, en concentraciones finales de 50, 200
y 500 mM, con la adherencia de la misma levadura crecida
en CSG (medio que contiene glucosa al 4%, aproximada-
mente 222 mM), se encontrd que esta levadura aumenta su
capacidad de adherencia cuando desarrolla en un medio
con galactosa (50 y 200 mM), sacarosa (50, 200 y 500
mM) y manosa (500 mM).

Para glucosa, el mismo azicar que posee el control,
se produjo un ligero incremento de la adherencia para las
tres concentraciones utilizadas del azicar en YNB. Este
aumento no fue significativo y podria deberse a la dife-
rente composicion de los medios utilizados.

McCourtie y Douglas [5,6], Enache y colaborado-
res [7] y Calderone y colaboradores [8] observaron que
ciertas cepas de C. albicans aumentan la adherencia en
respuesta a una elevada concentracién de diferentes aziica-
res del medio de cultivo, particularmente con galactosa.
Este aumento de la adherencia observado para galactosa
500 mM se debia a la formacién de una capa fibrilar adi-
cional en la superficie de la pared celular de la levadura,
responsable de los fendmenos de adherencia. La habilidad
de las levaduras para modificar la composicién de la
superficie celular seria un factor de virulencia importante.
Nikawa y colaboradores [9] encontraron que la preincuba-
cién de C. albicans en medio YNB suplementado con
galactosa 500 mM, aumentaba la coadherencia de C. albi-
cans con bacterias de la microbiota oral, con respecto a los
resultados obtenidos con glucosa 250 mM.

La sacarosa es un azucar comun de la dieta, mien-
tras que la galactosa es producida en la boca por degrada-
cion de la lactosa debido a la acciéon de bacterias de la
microbiota local. El hecho de que estos aziicares puedan
promover un aumento en la adherencia de las levaduras a
células epiteliales, explicaria que una dieta rica en car-
bohidratos pueda favorecer el desarrollo o persistencia de
una candidiasis oral.

En todos los ensayos de adherencia in vitro se uti-
lizaron CEB. Para minimizar la variabilidad de esta pobla-
cion celular, se tomaron células de los mismos donantes y
se repitieron los ensayos cuatro veces o mads, en iguales
condiciones y en dias diferentes. Con este mismo fin, se
utilizé un disefio estadistico en bloques completos aleato-

rizados (pool de células epiteliales de los mismos donantes
en diferentes dias). Ademas, se contaron las levaduras
adheridas a un nimero elevado de CEB (100 células), para
compensar la heterogeneidad en esta poblacién celular.

En el 83,33 % (cinco de seis) de los ensayos de
adherencia realizados se hallaron variaciones atribuibles a
las células epiteliales utilizadas en distintos dias, coinci-
diendo con los datos de diferentes investigadores [10-12].
Estos resultados indican que el disefio estadistico emplea-
do fue correcto.

Las bacterias pertenecientes a la familia Enterobac-
teriaceae, principalmente E coli, constituyen la microbio-
ta predominante del intestino humano, especialmente en
la porcién media y distal del intestino delgado. Por su
parte, los lactobacilos aerobios son habitantes comunes
de la cavidad oral, del tracto gastrointestinal y del tracto
genital femenino, hébitats que frecuentemente albergan a
C. albicans como parte de la microbiota habitual [1,13].

La adherencia de Candida a la superficie de las cé-
lulas del hospedero seria esencial para iniciar la coloniza-
cién, y las bacterias de la microbiota intestinal podrian
interferir en los mecanismos de interaccién célula-levadura.

Al estudiar el efecto de diferentes bacterias sobre la
adherencia de C. albicans a CEB se encontré que la pre-
sencia de Lactobacillus spp. reducia significativamente
la adherencia de C. albicans a CEB, in vitro. Esta dismi-
nucioén fue del 10%, respecto de la adherencia de la misma
cepa de levadura en ausencia de las bacterias.

Sobel y colaboradores [14] sefalaron que la prein-
cubacién de las células epiteliales con aislamientos vagi-
nales de Lactobacillus spp. producia una disminucién sig-
nificativa de la adherencia de las levaduras. Reid y Burton
[15] encontraron que la instilacién de lactobacilos en la
vagina de ratones produjo una reduccién de infecciones en
el tracto urinario y mejoré el mantenimiento de la micro-
biota normal. Ademds cuando se suministrd a los ratones
una suspensién de lactobacilos por via oral, se inhibi6 el
desarrollo de patégenos intestinales. Estos autores postu-
lan que estos efectos estarian mediados por factores anti-
adhesion, a través de productos tales como perdxido de
hidrégeno y bacteriocinas.

El estudio del efecto de la presencia de E. coli RM
2608 en la adherencia de C. albicans permitié observar
una disminucién del 4 % (diferencia no significativa), con
respecto a la adherencia de esta misma cepa en ausencia de
las bacterias. E. coli ha sido frecuentemente utilizada para
estudiar el efecto de la presencia de bacterias en la adhe-
rencia de C. albicans, con resultados variables [12,16-18].
Centeno y colaboradores [12] observaron un aumento en la
adherencia de C. albicans a CEB en presencia de E. coli
con fimbrias tipo 1 (adhesinas manosa sensibles) al facili-
tar la adherencia de C. albicans a la superficie de las célu-
las epiteliales. Makrides y Mac Farlane [16] obtuvieron
resultados similares y atribuyeron el aumento en la adhe-
rencia de C. albicans a la presencia de fimbrias en las
células bacterianas y receptores de manosa en la superficie
de las levaduras y de las CEB. Posteriormente, Nair y
Samaranayake [17,18] observaron que E. coli producia
una disminucién significativa en la adherencia de C. albi-
cans a CEB.

Nuestros resultados mostraron que la presencia de
E. coli no produjo cambios en la adherencia de C. albicans
a CEB. La cepa E. coli RM 2608 utilizada poseia fimbrias
P (manosa resistente), a diferencia de la cepa de E. coli uti-
lizada por Centeno y colaboradores [12] y Makrides y Mac
Farlane [16], que tenia fimbrias tipo 1. Esta diferencia de
adhesinas presentes en la cepa bacteriana utilizada, podria
ser la causa del efecto disimil de E. coli en la adherencia
de C. albicans a CEB.



Los miembros de la microbiota intestinal indigena
inhibirian la colonizacién de C. albicans en el tracto gas-
trointestinal principalmente por dos mecanismos: a) dismi-
nuyendo la poblacién de las levaduras en el intestino a tra-
vés de factores antimicrobianos secretados, potenciales de
oxido-reduccién y competencia por los nutrientes disponi-

bles [5], y b) inhibiendo la asociacién de Candida a la
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