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La adherencia de levaduras es un paso muy importante en la colonizacion e
infeccion por estos patégenos oportunistas. Son muchos los factores que pue-
den modificar este fenémeno in vitro. El objetivo de este trabajo ha sido conocer
como las variaciones del pH y la temperatura modifican la adherencia de
Candida albicans a células epiteliales in vitro. Se trabajé con células epiteliales
bucales y una cepa de levadura segun técnica de Gibbons y Van Houte con lige-
ras modificaciones.

En un primer ensayo se estudio simultaneamente la adherencia a 28°Cy 37°C, y
tres valores de pH 6, 7,2 y 8,4. No encontramos variaciones significativas en la
capacidad de adherencia, pero se detect6 un ligero incremento a pH 7,2 y 37°C.
En un segundo ensayo se fijé la temperatura en 37°C y se probaron cuatro valo-
res de pH: 3, 4, 5y 7,2, encontrandose una diferencia altamente significativa
(p<0,001) entre la adherencia a pH 7,2 y la observada a los otros valores de pH.
De acuerdo a estos resultados la adherencia de C. albicans a células epiteliales
bucales in vitro se produce en condiciones Optimas a 37°C y pH 7,2.
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Influence of temperature and pH on then vitro
adherence ofCandida albicans

Yeast adherence to epithelial cells is a very important step in colonization and
infection caused by these opportunistic pathogens. This phenomenon may be
modified in vitro by many factors. The aim of this work was to find out how varia-
tions in pH and temperature modify the in vitro adherence of Candida albicans to
epithelial cells. We worked with epithelial buccal cells and a yeast strain accor-
ding to Gibbons and Van Houte technique with slight modifications.

In the first assay, adherence at 28°C and 37°C, and three pH values, 6, 7.2 and
8.4 were simultaneously studied. We did not find significant variations in adhe-
rence capacity, but a slight increase was detected at pH 7.2 and 37°C. In the
second assay, temperature was fixed at 37°C and four pH values were studied:
3,4, 5, and 7.2. We find a highly significant difference (p< 0.001) between adhe-
rence at pH = 7.2 with respect to the other pH values. According to these results
C. albicans adherence to epithelial buccal cells, in vitro, is produced at 37°C and
pH 7.2 in optimal conditions.

Candida albicans, Adherence, Temperature, pH

CEREMIC, Dpto. de Microbiologia. Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de
Rosario, Suipacha 531, (2000) Rosario, Republica Argentina.

Fax: +54 341 440 7111
E-mail: biasoli@cidoc.edu.ar

Aceptado para publicacion el 22 de enero de 1999

©1999 Revista Iberoamericana de Micologia
Apdo. 699, E-48080 Bilbao (Spain).
1130-1406/99/5.00 Euros



Adherencia de Candida albicans
Biasoli MS et al.

Los microorganismos tienen la capacidad de adhe- Ensayo de adherencid&e siguid la técnica de
rirse a una amplia variedad de superficies, desde materiaGibbons y van Houte [8], con algunas modificaciones, de
les inorgéanicos [1,2] hasta tejidos de animales [3-10] y acuerdo a dos diferentes esquemas:
plantas. El reconocimiento de la importancia de la adhe- a. Ensayo de adherencia de levaduras a células
rencia como factor de virulencia en la patogénesis deepiteliales bucales a diferentes T° y fFigura 1). La
muchas infecciones microbianas [11-13], ha estimulado misma consistié6 en mezclar 0,5 ml de la suspension de la
considerablemente el interés en el estudio de la adherenci&vadura con 0,5 ml de la suspension de las células epite-
deCandida albicans distintas superficies mucosas. liales en tubos de rosca, a tres pH diferentes: 7,2 (pH del

La selectividad con la cual las levaduras se adhie- buffer PBS), 6 (por agregado de HCI 0,1 N) y 8 (por agre-
ren a varias superficies epiteliales supone la presencia dgado de NaOH 0,1 N). Se incubaron las muestras de cada
receptores especificos en la célula huésped, y a su vez epH a dos temperaturas diferentes: 28°C y 37°C, durante
los microorganismos, de la presencia de las llamadaslh, en agitacion. Luego se filtré a través de papel de filtro
"adhesinas" [14,15]. La capacidad de las levaduras paraVhatman N° 41 (poros de&20 pm), que permite el paso
adherirse depende de la sintesis de las "adhesinas" sobme las levaduras no adheridas y retiene las células epitelia-
la superficie fungica y de las células epiteliales del hués-les con las levaduras adheridas. Estas se fijan, se colorean
ped [10,16]. Esto explica la importancia de la composi- con Gram-Nicolle y se cuentan las levaduras adheridas a
cién fisico-quimica que posee el medio ambiente. Son100 células epiteliales. Los datos experimentales fueron
muchos los factores que pueden modificar el fendmeno deanalizados utilizando analisis de la varianza. El disefio
adherencia d€. albicans La variacion del pH [17] y la  experimental elegido correspondio al caso de dos factores
temperatura, la presencia de sustancias con accion antibiéfijos cruzados (pH y temperatura), en bloques completos
tica y antifingica [18,19], la existencia de otros microor- aleatorizados (mezcla de hisopados de células epiteliales
ganismos [20], la presencia de ciertos azucares [1,20,21]provenientes de dos Unicos dadores), previo ensayo de los
etc., son algunos de ellos. supuestos correspondientes.

La colonizacion microbiana de una superficie
expuesta al flujo de un liquido corporal requiere que el
microorganismo esté firmemente unido para evitar ser
arrastrado. Por lo tanto, la adherencia es un primer paso
muy importante, esencial en el proceso que conduce a una i P
colonizacion permanente [14,22-24]. Las células epitelia- . N N . T,
les, con microorganismos adheridos son constantemente — e ceal [ S I
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El objetivo de este trabajo es estudiar las modifica- Figura 1. Ensayo de adherencia de levaduras a células epiteliales bucales
ciones que sobre la adherenciaQlealbicansproducen, a diferentes temperatura y pH.
las variaciones de pH y temperatura.

b. Ensayo de adherencia de levaduras a células
MATERIALES Y METODOS epiteliales bucales a diferentes [fFigura 2). De acuerdo
a los resultados del ensayo anterior, se realiz6 un nuevo
Células epitelialesSe utiliz6 una mezcla de células ensayo de adherencia similar al anterior pero fijando la
epiteliales bucales, obtenidas por hisopado de la caraemperatura en 37°C, y a cuatro niveles diferentes de pH,
interna de las mejillas provenientes de dos donantes queH 7,2, pH 5, pH 4 y pH 3. Los datos experimentales fue-
no presentaron signos ni sintomas de candidiasis bucal. Seon analizados utilizando andlisis de la varianza. El disefio
transfirieron a 6 ml de tampoén PBS, pH 7,2, se lavaron
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experimental elegido correspondié a un disefio en bloque DISCUSION
previo ensayo de los supuestos correspondientes.

Sandinet al. [16], estudiaron la adherencia de
RESULTADOS C. albicansa células epiteliales procedentes de distintos
sitios anatomicos. Concluyeron que, para las levaduras,
Los resultados de los ensayos de adherencia deeran mas adherentes las células epiteliales bucales que las

levaduras a células epiteliales bucales a diferentes tempevaginales y éstas mas que las del tracto urinario. También
raturas y pH se resumen en la Tabla 1. En dicha tabla s@bservaron que la adherencia varia significativamente de
muestran los valores correspondientes al nimero de levaln individuo a otro, ya sean hombres o mujeres y mas aun,
duras adheridas a 100 células epiteliales, para las distintaBara una misma persona de un dia a otro. Estos resultados
combinaciones de temperatura y pH°@8 pH 6, 28C y reflejan el efecto de factores ambientales, tales como la
pH 7,2, 28C y pH 8,4, 37C y pH'6, 37C y pH 7,2, 37C dieta y componentes nutricionales de los fluidos corpora-
y pH 8,4. Se realizaron siete repeticiones del ensayo en la¥s, que resultan en diferencias en la expresion de recepto-
mismas condiciones, en diferentes dias. Los valores profes paraCandidaen distintos individuos o, en el mismo
medio de levaduras adheridas muestran que la adherenci@dividuo, en diferentes dias.
fue mayora 37TC y pH 7,2. Baséandonos en estos resultados se tomé una mezcla
de células epiteliales de dos donantes, realizando repeti-
ciones en diferentes dias para el primero y segundo ensa-

Tabla 1. Ensayo de adherencia de levaduras a células epiteliales bucales a yos.
dfentes femperalias y . Namero de evaduras adetcas por 100 De acuerdo a los resultados del primer ensayo no se
detectaron diferencias significativas atribuibles a variacio-
pH nes en las células epiteliales utilizadas en diferentes dias
Temperatura 6 72 8.4 (p= 0,26). El pH y la temperatura, estudiados simultanea-
mente, no interactdan sobre la adherenci@.dabicansa
28°C 91 183 170 células epiteliales bucales (p= 0,41).
o 350 e A los valores estudiados de pH, no se encontraron
198 205 52 variaciones significativas en la capacidad de adherencia de
193 3 Eos C. albicansa las células epiteliales (p= 0,79), y para la
110 18 124 temperatura tampoco hubo diferencias significativas en la
X 1215 104 106 adherencia a 28 y 37°C (p= 0,95). No obstante, se observé
a pH 7,2y 37°C un ligero incremento de la adherencia con
sr°c T 133 2 respecto a la encontrada a la misma temperatura con otros
a1 144 165 valores de pH (6 y 8,4). Estos resultados coinciden con los
143 112 144 obtenidos por Olleret al. [21] que encontraron que la
103 122 166 A H o
113 150 55 maxima adherencia se observaba a 37°C.
55 9% 84 De acuerdo a esto, en un segundo ensayo de adhe-
X 93 129 119,2 rencia se fijo la temperatura en 37°C y se realizaron varia-
X=Valor promedio ciones del pH, utilizando valores de pH acidos (3, 4y 5) y

se compararon con el pH del tampén (7,2). Los valores de
pH acido son hallados clinicamente en una secrecién vagi-
En la Tabla 2 figuran los valores del nimero de nal cuando una paciente cursa una candidiasis vaginal asi
levaduras adheridas a 100 células epiteliales corresponeomo también con los cuadros de acidosis de pacientes
dientes al ensayo de adherencia realizado a 37°C y a difediabéticos que frecuentemente presentan infecciones a
rentes valores de pH &cido (pH 3, pH 4, pH 5) y pH 7,2 Candida
(pH del tamp6n, como testigo). El mismo ensayo se repi- Los resultados del segundo ensayo nos permitieron
tio ocho veces en diferentes dias. Los valores promediogbservar una diferencia altamente significativa entre los
obtenidos muestran una disminucion de la adherencia dealores promedios de adherenciadialbicansa los dife-
C. albicansa medida que disminuye el pH. rentes valores de pH estudiados (p<0,001). Para detectar
los valores de pH en los que hubo diferencias, se utilizo la
técnica de comparaciones mdltiples de Tukey, la que nos

Tabla 2.Ensayo de adherencia de levaduras a células epiteliales bucales a Py H —
37°Cy adiferentes valores de pH. Nimero de levaduras adheridas por 100 p_erml_tlo determlnar que a pH = 7,12 se encontraron valores
células epiteliales para los cuatro tratamientos. significativamente mayores del nimero de levaduras adhe-
pH72 oH 5 oH 4 pH 3 ridas a 100 células epiteliales (x=123,1). No se hallaron
diferencias en el nimero de levaduras adheridas para los
147 121 9 45 pH 4 (x= 63,5) y pH 5 (x=72,1) y a pH 3 el nimero de las
%Eig lgg %851) gg mismas (x=31) fue significativamente menor al encontra-
83 13 21 13 do con los otros tres valores de pH.
1% ié %g 4? Por otro lado, hubo diferencias significativas
170 195 136 28 (p<0,001) debidas a variaciones en las células epiteliales
a1 23 2 8 en los diferentes dias, por lo que resultd correcto realizar
X=123,1 X=93 X=63,5 X=31 un estudio estadistico en blogques. Estos resultados coinci-

den con lo hallado por Sandhal.[16] pero no coinciden

con los resultados obtenidos por nosotros en este mismo
sentido, en el primer ensayo. Es probable que, al haber
estudiado el efecto del pH y la temperatura simultdnea-
mente (Tabla 1) se hayan enmascarado las diferencias
debidas a las variaciones introducidas por las células epi-
teliales



Persiet al.[17] encontraron que cepas diferentes de tante, las levaduras pueden actuar como patégenos oportu-
C. albicansadhieren en distinto grado el pH; una cepa nistas y producir infecciones en pacientes con una patolo-
adheria bien a valores de pH 5,6 6 7, mientras que otraggia de base que implique modificaciones del pH (acidosis
diabética) 6 en situaciones fisioldgicas, como en el emba-
[26] y Sobelet al. [27]demostraron que la adherencia de razo, en donde hay una disminucion del pH vaginal, lo que
sugiere la complejidad de la patogénesis de las infecciones

cepa de la misma especie adheria mejor a pH 8.e&€iah

C. albicansa células epiteliales era 6ptima a un pH 6-7.

Adherencia de Candida albicans
Biasoli MS et al.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo nospor levaduras del géne@andida
permiten afirmar que la interaccion levaduraQealbi-
canscélula epitelial, se produce en condiciones Optimas a
un pH cercano a 7 y a una temperatura de 37°C. No obs-
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